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(Aus dem Institut fiir biochemische Technologie, Lebensmittelchemie 
und Mikrochemie der Technischen Hochschule Graz) 


Uber den Einflu8 von Spurenelementen auf Wachstum 
und Saccharasebildung bei Aspergillus niger 


I. Der Einflu8 von Zink und Eisen allein und in Gegenwart 
der Spurenelemente Kupfer und Mangan 


Von 
G. GORBACH, T. TERRANOVA und J. TERRANOVA 


Mit 7 Textabbildungen 


(Hingegangen am 13. August 1956) 


Uber den Einflu8 der Spurenelemente auf die Fermente liegt bisher wenig 
Literatur vor, da die Allgegenwart der Spurenelemente Arbeiten auf diesem Gebiet 
sehr erschwert. Erst durch die Ausschiittelungsverfahren nach GorsacH u. PoHL 
(1951) gelang es, spurenfreie Nahrbéden darzustellen, und damit die Grundlage fiir 
eine exakte Aussage iiber den EHinflu8 einzeln zugesetzter Spurenelemente zu 
schaffen. GorBacH, Koc u. BROMANDER (1956) zeigten mit dieser Methode, daB 
Kupfer und Zink die Bildung der Saccharase bei Asp. niger in bestimmten kleinen 
Mengen (0,1 wg Zink und Kupfer/1 ml) fordern und in gréBeren Konzentrationen 
hemmen. Die ersten beiden Autoren untersuchten auch die Proteinasebildung, die 
durch Zink, Mangan und Eisen begiinstigt wird (1955), wobei die optimalen Kon- 
zentrationen bei 1 ug/ml fiir Zn und Fe und bei 0,5 wg/ml fir Mn lagen. 


Die vorliegende Arbeit wurde mit einer Nahrlosung durchgefihrt, die 
nur anorganische Stickstoffquellen und als einzigen organischen Nahr- 
stoff Saccharose enthielt, soda8 die Saccharosespaltung und damit die 
Bildung der Saccharase fiir den Stoffwechsel von Asp. niger notwendig 
wurde. Dabei bleibt es dahingestellt, ob die Spurenelemente auf die 
Saccharasebildung selbst oder auf die Saccharaseaktivitaét einwirken. 
Diese Frage soll in weiteren Versuchen behandelt werden. 


Um den Einflu8 durch andere Spurenelemente auszuschalten, wurde 
zunachst die Wirkung von Zink und Eisen fiir sich allein untersucht, wenn 
dabei auch, wie zu erwarten war, das Wachstum und die Saccharase- 
aktivitat gering waren. AnschlieBend fiihrten wir Versuchsreihen mit 
Kombinationen der beiden Elemente durch und wahlten dabei Konzen- 
trationen, die den ersten Versuchen hinsichtlich einer maximalen Saccha- 
rasemenge entsprachen. Die Versuche mit Kombinationen mehrerer 
Elemente sind deshalb von groBem Interesse, weil sie Aufschlu8 tiber 
deren gegenseitige Beeinflussung geben; sind doch auch in der Natur 


bei den verschiedenen Lebensprozessen niemals nur einzelne Elemente 
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anwesend, sondern stets Elementgruppen. Daher fiihrten wir schlieB- 
lich noch zwei Versuchsreihen mit Kombinationen der Spurenelemente 
Zink, Eisen, Mangan und Kupfer durch, wobei das eine Mal der EinfluB 
des Zinks, das andere Mal jener des Eisens niaher studiert wurde. 


Methodik 


Die Untersuchungen wurden mit einer spurenfreien Nahrlésung durchgefiihrt, 
um den EinfluB der Spurenelemente genau bestimmen zu kénnen. Die Reinigung 
der Nahrlésungen wurde nach Gorsacu u. Pout (1951/53) durchgefiihrt. Kultur- 
bedingungen, Impftechnik und Bestimmung der Saccharaseaktivitat erfolgten auf — 


Sa 


wicht 
ae 


iS 


Myzeltrockenge: 
ae) 
x= = 
Drehungsdnderung 


u $25 a5 10 20 30 


g NH,NO;/700m1 Kulfurlosung 
Abb. 1. Der Einflu8B der NH,NO,;-Konzentration auf die Saccharasebildung, den Mycelertrag und den 


pu- Wert auf Asp. niger in Oberflichenkultur. 
© Kulturfiltrat, « Myceleluat, A px, a Myceltrockengewicht 


die von GorBAcu, Kocu u. BROMANDER (1956) angegebene Weise. Als synthetische 
Nahrlésung wurde die Gorpacu-MryErR-Nahrlésung (G.-M.-Nahrlésung), wie bei 
GorBAcH, Kocu u. BRoMANDER (1956) beschrieben, verwendet. An Stelle von 
Pepton haben wir 1% NH,NO, verwendet, bei welcher Konzentration, wie aus 
Abb. 1 ersichtlich, die héchste Saccharaseaktivitit auftrat. 

Die Bestimmung der Saccharaseaktivitat erfolgte im Kulturfiltrat und im Mycel. 
Fiir eine quantitative Bestimmung und einen Vergleich der im Kulturfiltrat und im 
Mycel enthaltenen Saccharasemenge mufte auch hier die aus dem Mycel eluierte 
Saccharase in einem Fliissigkeitsvolumen enthalten sein, das der Nahrlésungsmenge, 
auf der das Mycel gewachsen war, entsprach. Die Berechnung der Eluatmenge er- 
folgte durch Trockengewichtsbestimmung des Mycels mit einem aliquoten Teil 
davon unter Abzug der durch das feuchte Mycel eingebrachten Fliissigkeitsmenge. 


Ergebnisse 
1. Der Kinflup einzelner Spurenelemente auf Wachstum und 
Saccharasebildung von Asp. niger. in G.-M.-Ndéhrlésung 
a) Der KinfluB von Zink (Abb. 2) 
Kin ansteigender Zinkgehalt bewirkt eine Erhéhung des Mycelertra- 
ges, der bei 50 ug Zn ein Maximum erreicht und dann wieder abfiallt. 
Dagegen sinkt der py-Wert im MaBe des Mycelertrages, was auf die beim 
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Wachstum auftretende Saurebildung zuriickzufiihren ist. Parallel zur 
Mycelbildung verlaiuft auch der EinfluB des Zinks auf die Saccharase- 
bildung. Der Zusatz von Zink bewirkt eine Erhdhung derselben, die bei 
5 wg fiir das Kulturfiltrat und bei 10 wg fiir das Myceleluat ein Maximum 
erreicht und bei héheren Konzentrationen wieder absinkt. Bei Abwesen- 
heit von Zink tritt keine Saccharasebildung ein. 
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Abb. 2. Der Hinflu8 von Zink in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur. o Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 
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Abb. 3. Der Einflu8 von Hisen in GoRBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur. o Kulturfiltrat, e Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


In keinem Falle wurde Conidienbildung beobachtet. 


In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von GorBacH, Koon u. 
BromManvER (1956) geht somit aus dieser Versuchsreihe hervor, da Zink 
fiir die Saccharasebildung notwendig ist. 

1* 
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b) Der Einflu8 von Eisen (Abb. 3) 


Eisen iibt nur geringen Einflu8 auf die Mycelbildung aus, denn diese 
steigt mit wachsendem Kisengehalt nur geringfiigig an, erreicht bei 
100 vg ein Maximum und andert sich dann nicht mehr. Bei der Saccha- 
rasebildung kann man jedoch die Wirkung dieses Spurenelementes ein- 
deutig erkennen; sie wird durch Zusatz von Eisen begiinstigt. Man erhalt 
die héchsten Werte mit 50 wg Fe sowohl fiir das Eluat als auch fiir das Fil- 
trat. Bei hheren Konzentrationen bleiben die Werte nahezu unverandert. 

Es tritt auch mit Eisen allein keine Conidienbildung ein. 

Wie diese Versuchsreihe zeigt, ist offenbar auch das Eisen fiir die 
Saccharaseaktivierung wichtig. 


2. Der HinfluBp durch Kombinationen der beiden Elemente Zink 
und Eisen auf Wachstum und Saccharasebildung von Asp. nigre 
inG.-M.-Ndhrlésung 
a) Der EinfluB8 von Eisen bei bestimmtem Zinkgehalt (Abb. 4) 

Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Zink in konstanter Menge (50 ug) 
steigt mit zunehmender LEisenkonzentration der Mycelertrag. In 
Ubereinstimmung damit sinkt der py-Wert, der sich bei Eisen allein nicht 
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Abb. 4. Der Kinflub von Hisen in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml : 50 ug Zink. 
© Kulturfiltrat, + Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


verindert hat, jetzt ab. Der Mycelertrag zeigt eine Erhéhung um 180% 
gegeniiber dem Anfangswert, wiihrend Eisen allein keinen wesentlichen — 
Kinflu8 ausiibte. Der Mehrertrag, bezogen auf die Versuche mit Eisen 
allein, betragt 560%. 

Die Saccharasebildungswerte im Kulturfiltrat nehmen mit steigendem 
Kisengehalt ab, erreichen ein Minimum bei 100 ug und bleiben dann kon- 
stant. Im Myceleluat wurden diese mit geringen Eisenkonzentrationen 
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vermindert, steigen aber bei héheren ein wenig an. Das heiBt also, daB das 
Kisen in bezug auf die Saccharasebildung eine antagonistische Wirkung 
gegentiber dem Zink besitzt, weil die Anfangswerte der Saccharase- 
aktivitat, die den EinfluB von Zink allein ausdriicken, mit Eisenzusatz ab- 
ee was bei geringer Eisenmenge (bis 10 wg) deutlich in Erscheinung 
tritt. 

Auch hier zeigt sich keine Conidienbildung. 
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Abb. 5. Der EHinfluB von Zink in GORBACH-MBYER/NH,NO,-Nahrlosung auf Asp. niger 
in Oberflachenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml : 100 ug Hisen. 
o Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


b) Der Einflu8 von Zink bei bestimmtem Hisengehalt (Abb. 5) 


Bei konstantem Eisengehalt (100 wg Fe je 100 ml) und steigendem 
Zinkzusatz wird das Wachstum wieder erheblich gefordert. Das Maxi- 
mum bei 100 wg liegt um 337% hoher als der Anfangswert. Zinkzusatz 
férdert die Saccharasebildung sowohl im Filtrat als auch im Eluat. Sie 
erreicht die héchsten Werte bei 2,5 wg fiir das Filtrat und bei 5 wg fiir 
‘das Eluat und erfihrt dabei, bezogen auf den zinkfreien, nur Kisen ent- 
haltenden Nahrboden eine Steigerung von 67 bzw. 90%. Mit hoherer 
Zinkkonzentration nimmt die Saccharasebildung wieder ab. Vergleicht 
man dagegen mit den Versuchen, die mit Zink allein durchgeftihrt wurden, 
so wird deutlich, da8 die Saccharaseaktivitét vermindert wurde. Man 
ersieht daraus, da8 der Einflu8 von Zink durch den Eisengehalt hinsicht- 
lich der Saccharasebildung gehemmt wird. 

Es treten keine Conidien auf. 

Die Kombination der beiden Elemente Zink und Eisen zeigt auch in 
dieser Versuchsreihe — wie die vorangegangene, bei der die Konzen- 
tration des Eisens verindert und die des Zinks konstant gehalten wurde — 
die Erscheinung des Antagonismus der beiden Elemente. 
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3. Der Einflup der Spurenelemente Zink und Hisen in G.-M.- 
Ndhrlésung mit bestimmtem Gehalt an Spurenelementkombi- 
nationen auf Wachstum und Saccharasebildung 


a) Der Einflu8 der Zinkkonzentration bei konstantem Gehalt 
an Eisen, Mangan und Kupfer (Abb. 6) 


Die G.-M.-Nahrlésung enthalt hierbei neben steigenden Zinkkonzentrationen 
noch 400 yg Eisen/100 ml, 70 1g Mangan/100 ml und 25 wg Kupfer/100 ml. 
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Abb. 6. Der Einflu8 von Zink in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung auf Aps. niger 
in Oberflachenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml : 400 ug Hisen, 70 ug Mangan, 25 ug Kupfer. 
o Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


Aus Abb. 6 ist zu ersehen, da® der Einflu® des Zinks durch die Anwesen- 
heit der Elemente Eisen, Mangan und Kupfer eine Aktivierung erfahrt. 
Das Maximum des Mycelertrages liegt bei 50 ug und entspricht einem 
Mehrertrag von 338% gegeniiber der zinkfreien Nahrlésung und bleibt. 


dann praktisch konstant; bezogen auf die Versuchsreihe mit Zink allein 
tritt eine Erhéhung um 736% ein. 


Zinkzusatz fordert die Saccharasebildung im ERAT wobei mit 
10 wg ein Maximum erreicht wird. Die Steigerung betragt 288°% gegen- 
tiber dem Anfangswert und 244°% gegeniiber den Versuchen mit Zink — 
allein. Die héchste Saccharaseaktivitét des Filtrats liegt dagegen bei 
0,5 wg vor. Sie ist um 51% hoher als bei Zink allein. In bezug auf 


zinkfreie, Kupfer, Mangan und. Eisen enthaltende Lésung ergibt sich 
eine Erhéhung um 640%. 


Bei 2,5—5 und 10 ug Zink konnte Conidienentwicklung beobachtet 
werden. 
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: Aus diesen Ergebnissen geht deutlich hervor, da8 die Wirkung des 
_Zinks hinsichtlich Wachstum und Fermentbildung bei gleichzeitiger An- 


-wesenheit von Mangan, Eisen und Kupfer wesentlich besser ist als in der 
Versuchsreihe mit Zink allein. 


b) Der EinfluB von Eisen bei konstantem Gehalt an Zink, 
Mangan und Kupfer (Abb. 7) 


In der G.-M.-Nahrlésung mit bestimmtem Spurenelementgehalt (50 ug Zink/ 
100 ml, 25 ug Kupfer/100 ml, 70 wg Mangan/100 ml) wurde der Eisenzusatz variiert. 
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Abb. 7. Der EinfluB von Hisen in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml : 50 wg Zink, 25 ug Kupfer, 70 ug Mangan. 
o Kulturfiltrat, e Myceleluat, A px, a Myceltrockengewicht 


Die Mycelbildung wird durch das Eisen stark gefordert und erreicht 
die héchsten Werte mit 1000 wg bei einer Ertragssteigerung von 257% 
gegeniiber dem Anfangswert und 1775% in bezug auf die Nahrlosung, 
die nur Eisen enthielt. 

Sehr kleine Eisenmengen férdern die Saccharasebildung im Mycel- 
eluat nur wenig gegeniiber eisenfreien Kulturen. Mengen von 10—50 ug 
Eisen lassen die Saccharasebildung stark ansteigen, und diese hohen 
Werte bleiben von 100—1000 yg Eisen nahezu unverandert. Die Steige- 

rung der Saccharasebildung betragt gegeniiber dem Anfangswert und dem 

Wert mit Eisen allein in beiden Fallen etwa 520%. Im Filtrat wird die 
Saccharaseaktivitaét durch das Eisen vermindert und erreicht bei 50 bis 
100 wg sogar den Nullwert. 


Es werden keine Conidien gebildet. 


Die Ergebnisse zeigen, da bei Gegenwart von Zink, Mangan und 
Kupfer das Eisen die Saccharase und die Mycelbildung in weit hoherem 
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MaBe steigert als allein oder nur in Verbindung mit Zink. Der Mycelmehr- 
ertrag liegt in letzterem Falle um 183% hoher, der Saccharasewert des 
Eluats um 370%. Dies bestatigt in Analogie zur Versuchsreihe, in der Zink 
variiert wurde, und Eisen, Mangan und Kupfer in konstanter Menge vor- 
lagen, da® der Einflu8 eines Spurenelementes durch den Gehalt an 
anderen Spurenelementen im Nahrboden verandert wird. 


Diskussion 


Die Extraktion mit 8-Oxychinolin und Dithizon hat es uns erméglicht, 
einen Saccharase und Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle enthaltenden 
synthetischen Nahrboden (G.-M./NH,NO,) von Spurenelementver- 
unreinigungen zu befreien und dadurch den Einflu8 der Spurenelemente 
auf die Saccharasebildung bei sicherer Abwesenheit anderer Spuren- 
elemente zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, daB die 
Wirkung eines Spurenelementes auf die Saccharasebildung und dariiber 
hinaus auf die Mycelbildung und den py-Wert eine andere ist, wenn der 
Nahrboden absolut frei von Spurenelementen ist bzw. eines oder mehrere 
andere Spurenelemente enthalt. 

Das Zink begiinstigt die Mycel- und Saccharasebildung bei niederen 
Konzentrationen. Diese Wirkung wird durch eine bestimmte Eisenmenge 
im Nahrboden gehemmt, dagegen stark gefordert, wenn neben Eisen 
auch Mangan und Kupfer vorhanden sind. Diese Ergebnisse konnen mit 
denen von Rossi u. SCANDELLARI (1933) — die als erste die saccharase- 
beginstigende Wirkung des Zinks erkannt haben — und denen von 
GorBACH u. Mitarb. verglichen werden. GoRBACH, KocH u. BROMANDER 
haben einen die Saccharasebildung begiinstigenden Einflu8 des Zinks in 
G.-M.-Nahrlésung, die Saccharose und Pepton enthielt und durch CaCO,- 
Fiallung von Spurenelementen befreit wurde, beobachtet. Man sieht daher, 
daB auch bei verschiedener Zusammensetzung des verwendeten Nahr- 
bodens unsere Ergebnisse mit den vorher erhaltenen durchaus vergleich- 
bar sind. Die wichtigste Erkenntnis ist, daB der die Saccharasebildung 
begiinstigende Einflu& des Zinks von Eisen gehemmt und durch den — 
Komplex Eisen, Mangan und Kupfer geférdert wird. Die hemmende 
Wirkung des Eisens wird somit durch Mangan und Kupfer ausgeschaltet. 

Die Wichtigkeit des Einflusses, den ein Spurenelement auf das andere 
austiben kann, ersieht man noch klarer aus der das Eisen betreffenden 
Versuchsreihe. Eisen allein der spurenfreien G.-M.-Lésung zugesetzt, 
begiinstigt die Saccharasebildung und hat kaum EinfluB auf die Mycel- 
bildung und den py-Wert. Wenn es dagegen einer G.-M.-Lésung zu- 
gesetzt wird, die eine bestimmte Menge Zink enthilt, erniedrigt es die 
Saccharasebildung und begiinstigt die Mycelbildung. Auf diese Weise 
tritt der Antagonismus dieser beiden Elemente in bezug auf die Sac- 
charasebildung deutlich zutage. Es zeigt sich auch, da in Gegenwart von 
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Zink und Eisen die Mycelbildung mehr als bei Anwesenheit von Zink 
allein gefordert wird, was auf eine Aktivierung des Zinks durch das Eisen 
zurickgefiihrt werden kann. Diese Erh6hung der Mycel- und damit auch 
der Sadurebildung ist noch deutlicher, wenn man Eisen einem Mangan, 
Zink und Kupfer enthaltenden Nahrboden zusetzt. Sie bringt somit die 
komplizierten Erscheinungen der Aktivierung und des Synergismus ver- 
schiedener Spurenelemente zum Ausdruck. Das Eisen steigert unter 
diesen Bedingungen die Mycel- und auch die Saccharasebildung im 
Myceleluat sehr stark. Die Werte sind viel héher als jene, die man in Ver- 
bindung des Eisens mit Zink allein erhalt. Der Einflu8 des Hisens auf die 
Saccharasebildung wird daher durch den Komplex Mangan, Kupfer 
und Zink stark gefordert. Das Auftreten der Aktivierung, des Synergismus 
und des Antagonismus, die mit Zink und Eisen beobachtet wurden, 
zeigt uns, wie komplex die Zusammenhinge dieses Problems liegen und 
daB sie nicht durch einfache additive Summenwirkung der Einzelein- 
fliisse erklart werden koénnen. 


Zusammenfassung 


Die Versuche tiber den Einflu8 der Spurenelemente Zink und Eisen 
einzeln oder in Verbindung mit anderen auf Wachstum und Saccharase- 
bildung von Asp. niger in Oberflaichenkulturen zeigen: 


1. Der Zusatz von Zink allein auf spurenfreie modifizierte G.-M./ 
NH,NO,-Nahrbéden erhéht den Mycelertrag, der seinen Hochstwert 
bei 50 wg Zink erreicht. Die Saccharasebildung steigt mit dem Zinkgehalt 
und erreicht ein Maximum bei 5 mg fiir das Filtrat und bei 10 wg fiir das 
Eluat. Héhere Konzentrationen vermindern die Saccharasebildung. 


2. Zink einer G.-M.-Lésung mit 100 ug Hisen/100 ml zugesetzt, be- 
giinstigt die Saccharasebildung im Filtrat und im Myceleluat, aber in 
geringerem Mae als bei Abwesenheit von Hisen. Die Werte liegen um 
67°%, fiir das Filtrat und um 90% fiir das Eluat hoher als bei der nur Hisen 
enthaltenden Nahrlésung. Das beweist die antagonistische Wirkung 
beider Elemente. 

3. Der Zusatz von Zink auf G.-M.-Nahrlésung, die gleichzeitig Mangan, 
Eisen und Kupfer enthilt, erhoht die Saccharasebildung im Eluat stark, 
mit einem Maximum bei 10g; die prozentuale Steigerung betragt 
288%. Im Filtrat erreicht die Saccharaseaktivitét ihr Maximum bei 
0,5 wg mit einer Steigerung um 640%. In diesem Fall wird die hemmende 
Wirkung des Eisens durch Mangan und Kupfer ausgeschaltet. 

4. Zusatz von Eisen allein beeinfluBt Mycelertrag und py-Wert kaum. 
Die Saccharasebildung wird durch Hisen geférdert und besitzt bei 
50—100 vg im Filtrat und Eluat ihr Maximum. 
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5. Eisen auf G.-M.-Nahrboden, der eine konstante Menge Zink ent-. 
halt, vermindert die Saccharasebildung gegeniiber dem Einflu8 von Zink : 
allein. Bei Anwesenheit von Zink fordert das Eisen den Mycelertrag. 


6. Der Zusatz von Eisen auf G.-M.-Lésung, die Zink, Mangan und| 
Kupfer enthalt, begiinstigt die Saccharaseaktivitét im Eluat sehr. Der: 
Hochstwert wird bei 50 ~g Eisen erreicht und entspricht einem Mehr- . 
ertrag von 520%. Die Werte der Saccharasebildung im Filtrat werden | 
durch Zusatz von Eisen vermindert. 


7. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, da Zink und Eisen die: 
Saccharasebildung von Asp. niger fordern. Diese Wirkung wird durch 
andere Spurenelemente beeinfluBt. 
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Uber den Einflu’ von Spurenelementen auf Wachstum 
und Saccharasebildung bei Aspergillus niger 


II. Der Einfiu8 von Kupfer und Mangan allein und in Gegenwart 
der Spurenelemente Zink und Eisen 


Von 
G. GORBACH, T. TERRANOVA und J. TERRANOVA 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. August 1956) 


In Fortsetzung der vorstehenden Arbeit (GoRBACH u. TERRANOVA, 
1957), in der der EinfluB von Zink und Eisen auf Wachstum und Sac- 
charasebildung des Asp. niger studiert wurde und interessante Er- 
scheinungen von Aktivierung und Antagonismus beim Zusammenwirken 
der beiden Elemente und in Verbindung mit anderen gezeigt hat, wurde 
nun der Einflu8 von Kupfer bzw. Mangan allein und bei Gegenwart von 
Zink und Eisen untersucht. Es war auch hier zu erwarten, daB die 
Elemente Kupfer und Mangan Einflu8 auf die Saccharase- und Mycel- 
bildung ausiiben. Es sei hier noch einmal festgestellt, da die Frage, ob 
durch Einwirkung der Spurenelemente Saccharase gebildet oder Sac- 
charase aktiviert wird, noch offen steht. Methodik, Kulturbedingungen 
und Fermentansatz sowie die Spurenbefreiung des Nahrbodens waren die 
gleichen wie in den vorangegangenen Arbeiten (GorBAcH u. Koon, 1955; 
Gorsacu, Kocu u. BromanperR, 1956; Gorspacu, T. TERRANOVA u. 
J. TERRANOVA, 1957). 


Ergebnisse 


1. Der HinfluB einzelner Spurenelemente auf Wachstum und 
Saccharasebildung von Aspergillus niger in G.-M.-Néhrlésung* 


a) Der Einflu8 von Kupfer (Abb. 1) 


Der Mycelertrag erreicht in stetem Ansteigen mit wachsendem Kupfer- 
gehalt bei 1000 wg ein Maximum. Die Saccharase, die bei Abwesenheit 
von Kupfer einen Nullwert besitzt, erreicht den hoéchsten Wert bei einem 
Kupfergehalt von 2,5—5 ug fiir das Kulturfiltrat und bei 50 wg fiir das 
Myceleluat und sinkt bei héheren Konzentrationen wieder ab. Der px- 
Wert sinkt mit steigendem Kupfergehalt, entsprechend der Erhéhung des 


1 GorBacH-Mayer-Nahrlésung. 
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Mycelertrages. Das Kupfer bewirkt bei 2,5—10 wg Conidienbildung. Das 
vorliegende Ergebnis zeigt, da8 Kupfer in geringen Konzentrationen fir die 
Saccharasebildung notwendig ist, diese aber in gréBeren Mengen hemmt. 
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Abb. 1. Der Einflu8 von Kupfer in G.-M./NH,NO;-Nihrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur. 
o Kulturfiltrat, e Myceleluat, A px, a Myceltrockengewicht 
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Abb. 2. Der Einflu® von Mangan in G.-M./NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur. 
© Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pu, 4 Myceltrockengewicht 


b) Der Kinflu8 von Mangan (Abb. 2) 


Mangan tibt bei Anwendung von niederen Konzentrationen (bis 5 ug) 
keinen KinfluB auf die Mycel- und Saccharasebildung aus. Es wirkt daher 
praktisch auch nicht auf die Saiurebildung; der py-Wert sinkt nur sehr 
wenig mit dem Ansteigen der Mangankonzentration. Zusatz von 10 bis 
100 wg Mangan bewirkt eine Erhéhung des Mycelertrages und begiinstigt 
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die Saccharasebildung sowohl im Filtrat als auch im Myceleluat. Bei 
héheren Konzentrationen bleibt die Saccharasemenge praktisch unver- 
andert. Bei Abwesenheit von Mangan tritt keine Saccharasebildung auf. 
Man beobachtet bei den angewendeten Konzentrationen keine Conidien. 


2. Der EHinflup der beiden Hlemente Kupfer und Mangan in 
Verbindung mit Zink auf Wachstum und Saccharasebildung 
in G.-M.-Ndhrlésung 


a) Der Einflu8 von Kupfer bei bestimmtem Zinkgehalt (Abb. 3) 


Zusatz von Kupfer auf G.-M.-Lésung, die 50 wg Zink/100 ml enthalt, 
bewirkt eine Erhohung des Mycelertrages um 186% gegentiber dem An- 
fangswert und dementsprechend eine Verminderung des pq-Wertes im 
direkten Verhaltnis zum zugesetzten Kupfer. Die Saccharaseaktivitat im 
Filtrat steigt bis zu einem Kupfergehalt von 5 ~g/100 ml an und fallt 
dann wieder ab. Im Mycel dagegen ist sie bei geringer Konzentration 
unverandert, steigt zwischen 10—50 wg an, verringert sich bei 100 ug 
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Abb. 3. Der Einflu8 von Kupfer in G.-M./NH,NO,-Nahrlésung auf Asp. niger in Oberflaichenkultur ; 
Spurenelementgehalt/100 ml : 50 wg Zn. 
o Kulturfiltrat, e« Myceleluat, A pu, « Myceltrockengewicht 


und steigt wieder bei den héchsten Konzentrationen. Es ist also hier der 
Einflu8 der Spurenelemente weniger klar zu erkennen. Bei 50—100 yg 
trat Conidienbildung auf, und damit ist festgestellt, welche Spuren- 
mengen fiir Asp. niger bei den gegebenen Kulturbedingungen notwendig 
sind. 

Die Steigerung der Saccharaseaktivitaét betrug im Optimum fiir das 
Filtrat 56%, fiir das Eluat 180% gegentiber der Nahrlosung ohne Kupfer, 
die nur Zink in der angegebenen Menge enthiilt. 
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b) Der Einflu8 von Mangan mit bestimmtem Zinkgehalt (Abb.4) 


Die entsprechende Kurve, bei der Mangan in verschiedener Konzen- 
tration auf G.-M.-Nahrboden, der 50 wg Zink enthalt, zugesetzt wurde, 
zeigt bei kleinen Konzentrationen von Mangan (bis 10 wg) eine Minde- 
rung des Mycelertrages, obwohl sich die Saurebildung erhéht hat. Erst 
bei héheren Konzentrationen tritt eine Erhohung des Mycelertrages bis 
zum Anfangswert ein. ; 
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Abb. 4. Der Einflu8 von Mangan in G.-M./NH,NO,;-Nihrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur; 
Spurenelementgehalt/100 ml : 50 wg Zn. 
© Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pa, a Myceltrockengewicht 


Auch hinsichtlich der Saccharasebildung zeigt die Kurve, daB bei 
kleinen Konzentrationen die Saccharaseaktivitiit durch Mangan im 
Mycel gehemmt wird, wihrend im Filtrat offenbar kein EinfluB zu ver- 
zeichnen ist. Auch hier wurden wie bei allen kupferfreien Nahrlésungen 
keine Conidien beobachtet. 

Aus diesen Beobachtungen ersieht man die antagonistische Wirkung 
des Mangans bei niederen Konzentrationen, die, wie der identische Kur- — 
venverlauf in Abb. 2 und 4 zeigt, erst ab 10 wg aufgehoben wird. 


3. Wachstum und Saccharasebildung von Asp. niger 

bei steigenden Konzentrationen von Kupfer und Mangan und 
mit konstantem Gehalt an Zink und Eisen inG.-M.-Néhrlésung 
a) Der Kinflu8 von Kupfer mit Eisen, Mangan und Zink (Abb. 5) 

Vergleicht man Abb. 5 mit Abb. 1 und 3, so kann man feststellen, daB 
der Zusatz von Kisen, Mangan und Zink (400 wg Eisen, 70 4g Mangan 
und 50 wg Zink je 100 ml) bereits bei den kleinsten Kupferkonzentra- 
tionen eine starke Erhéhung des Mycelertrages bewirkt, der schon bei 
50 ug nahezu sein Maximum erreicht, wahrend in den anderen Fallen 
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ein solches bei 1000 wg liegt. MengenmiaBig ist der Mycelertrag um 191%, 
gegeniiber dem Anfangswert und um 166% gegeniiber dem Maximalwert 
bei Kupfer in Verbindung mit Zink angestiegen. 

Auch die Saccharasebildung zeigt Parallelitat zur Mycelbildung. Das 
Myceleluat erreicht auch hier schon bei niederen Konzentrationen Werte, 
die nahe am Optimum liegen, welches eine Steigerung von 518% gegen- 
tiber der kupferfreien Nahrlésung und eine solche von 236%, gegeniiber 
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Abb. 5. Der Hinflu8 von Kupfer in G.-M./NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger in Oberflachenkultur; 
Spurenelementgehalt/100 ml : 400 wg Fe, 70 ug Mn und 50 wg Zn. 
o Kulturfiltrat, « Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


der Kupfer und Zink enthaltenden aufweist. Das kupferfreie Filtrat hat 
einen niedrigen Saccharasegehalt, der bei Zusatz von wenig Kupfer (bis 
5 ug) auf 0 absinkt. Der Einflu8 des Kupfers auf die Saccharasebildung 
im Eluat und den Mycelertrag wird also durch Eisen, Mangan und Zink 
stark gefordert. — Es werden keine Conidien gebildet. 


b) Der Einflu8 von Mangan mit Eisen, Kupfer und Zink (Abb. 6) 


Die G.-M.-Nahrlésung enthielt in 100 ml 50 wg Zink, 400 wg Hisen und 
25 wg Kupfer. Der Mycelertrag weist bereits im Anfangswert eine groBe 
Hohe auf, die daher dem Einflu8 von Eisen, Zink und Kupfer zuzu- 
schreiben ist, und bleibt bei Zusatz von Mangan nahezu unverdndert, von 
einer geringen Erhohung bei niedrigen Mangankonzentrationen abgesehen. 
Der Mehrertrag liegt um 180% héher als eine Eisen, Mangan und Zink 
enthaltende Nahrlésung und um 266% gegeniiber einer Lésung mit den 
Kombinationen von Zink, Mangan, Kupfer und Mangan, Kupfer, Eisen. 

Die Saccharasebildung im Eluat wird durch den Zusatz von Mangan 
gegeniiber der nur mit Zn, Fe und Cu versehenen Nihrlésung nicht 
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verindert. Die Kurve nimmt bei sehr hohem Saccharasewert einen gerad- 
linigen Verlauf. Die Steigerung der Saccharaseaktivitét betragt, ver- 
glichen mit Eisen, Mangan und Zink sowie Zink, Mangan, Kupfer 312%, 
gegeniiber einer Nahrlésung mit Mangan, Kupfer und Eisen tritt eine 
Erhéhung um 232%, ein. Im Filtrat ist keine Saccharaseaktivitaét nach- 
zuweisen. Vielleicht wird bei diesem energischen Abbau des Zuckers, der 
auch durch den tiefen py-Wert gekennzeichnet ist, auch das Ferment 


g 
180 | 
el Boo ee | | 
140 30 
40 
100|- 
xt 
= 
= D 
= 080}|- 30 8 
Sole 
8 PH | S§ 
Sais 
0,60 S 1,0 
20 
“gH 
035 12 


“95, a 10 50 ©6100 200 400 &00 &00 1000 
wy pg Mn/100ml Ku/turlosung 


Abb. 6. Der Einflu8 von Mangan in G.-M./NH,NO;-Nahrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur; 
Spurenelementgehalt/100 ml : 400 ug Fe, 25 wg Cu und 50 wg Zn. 
« Myceleluat, A pu, a Myceltrockengewicht 


zerstort. — Es wurde in dieser Vesuchsreihe keine Sporenbildung beob- 
achtet. 

Diese Ergebnisse sind in besonderer Hinsicht interessant, weil sie 
zeigen, daf} Mangan, welches allein in spurenelementfreier Nahrlésung 
eine férdernde Wirkung auf die Saccharasebildung hervorruft, keine 
Wirkung hat, wenn der Naihrboden bestimmte Mengen anderer Spuren- 
elemente wie Eisen, Zink und Kupfer enthalt. 


Diskussion 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen, da die Wirkung der 
Spurenelemente auf die Saccharase- und Mycelbildung von Asp. niger 
durch die Gegenwart anderer Spurenelemente im Nihrboden beeinfluBt 
wird. 

Niedrige Konzentrationen von Kupfer allein begiinstigen die Saccharase- 
bildung, wahrend hohe diese hemmen. Dies ist im Filtrat noch deutlicher 
ersichtlich. Kupfer fordert in direkter Abhingigkeit Siiure- und Mycel- 


| 
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bildung. Diese Ergebnisse sind, soweit sie die Saccharasebildung be- 
treffen, gleich den von Gorpacn, Kocu u. BromanpER (1956) er- 
haltenen. Der Unterschied in Mycelertrag und Saurebildung ist méglicher- 
-weise auf den Gebrauch einer anderen Nahrlosung zuriickzufiihren. Wir 
verwendeten ja an Stelle von Pepton Ammoniumnitrat als Stickstoff- 
quelle. Die Wirkung des Kupfers bei gleichzeitiger Anwesenheit einer be- 
stimmten Zinkmenge wird bei kleinen Kupferkonzentrationen — vor allem 
im Filtrat ersichtlich — wenig gehemmt, bei hdheren Konzentrationen 
bleibt sie fast unverandert. Der weitere Zusatz von Spurenelementen 
wie Mangan und Hisen bewirkt dagegen eine Aktivierung des Kupfers, 
das daher die Saccharasebildung im Eluat und den Mycelertrag schon 
von niedrigen Konzentrationen an stark begiinstigt. Der Verlauf der 
beiden Saccharasebildungskurven ist dem ahnlich, den wir bei Zusatz 
von Eisen auf Nahrlosungen mit bestimmter Kupfer- und Zinkmenge 
in unserer friiheren Arbeit erhalten haben (GorBacu, T. TERRANOVA 
u. J. TERRANOVA, 1957). Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, 
dafi nur bei Gegenwart von Kupfer Conidienbildung beobachtet werden 
konnte. 

_ Die Versuchsreihen mit Mangan zeigen die Unterschiedlichkeit der 
Einwirkung auf die Saccharasebildung des Elementes allein oder in 
Gegenwart anderer Spurenelemente. Mangan allein fordert die Saccha- 
rasebildung, in Verbindung mit Zink weist es bei kleinen Konzentra- 
tionen keine Einwirkung auf, bei hoheren begiinstigt es die Saccharase- 
aktivitat. In Verbindung mit Eisen, Kupfer und Zink zeigt es keinerlei 
Einflu8. Diese Ergebnisse kénnen zum Teil die Unterschiede erklaren, 
die sich aus der Literatur ergeben. So sprechen Rossr u. SCANDELLARI 
(1933) dem Mangan eine saccharasebegiinstigende Wirkung zu; Hor- 
MANN, SCHECK u. SAFFERT (1941) finden, daB Abwesenheit von Mangan 
die Saccharasebildung fordert. Unsere Ergebnisse, die erkennen lieBen, 
da®B der Einflu8 von Mangan von der An- oder Abwesenheit eines oder 
mehrerer Spurenelemente im Nahrboden abhangt, lassen schlieBen, daB 
die widersprechenden Angaben der Autoren in einem qualitativ oder 
quantitativ unterschiedlichen Gehalt an Spurenelementen der ver- 
wendeten Nahrlésungen ihre Ursache haben kénnen. Mangan begiinstigt 
auch den Mycelertrag und fordert damit auch die Saéurebildung in ge- 
ringem Mae. Dieser HinfluB tritt bei Zusatz von Zink, Hisen und Kupfer 
nicht mehr auf. Unter diesen Bedingungen begiinstigt Mangan die Mycel- 
pildung bei kleinen Konzentrationen nur wenig. Man sieht, daB der 
Komplex der Spurenelemente Eisen, Zink und Kupfer die Saccharase- 
bildung im Eluat weit mehr begiinstigt als Mangan, Eisen und Zink und 
die Kombinationen Eisen, Mangan, Kupfer und Zink, Mangan, Kupfer, 
die in unserer fritheren Arbeit behandelt wurden (GorBacH, T. TERRANO- 


va u. J. TERRANOVA, 1957). 
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Diese Ergebnisse unterstreichen die Wichtigkeit des Spurenelement- 
gehaltes in Nahrlésungen fiir den EinfluB eines gegebenen Spurenelemen- 
tes auf die Mycel- und Saccharasebildung. Dariiber hinaus geben beide 
Arbeiten Einblick in die komplizierten Zusammenhange der Beziehungen 
und die gegenseitigen Einfliisse zweier oder mehrerer Spurenelemente 
und lassen deren weittragende Bedeutung fiir enzymatische Forschungen 
erkennen. 


Zusammenfassung 


Die Versuche iiber den Einflu8 der Spurenelemente Mangan und 
Kupfer einzeln oder in Verbindung mit anderen auf Wachstum und 
Saccharasebildung bei Asp. niger in Oberflachenkulturen zeigen: 

1. Der Zusatz von Kupfer zu spurenfreier G.-M.-Nahrlosung begiinstigt 
die Saccharasebildung, wobei die héchsten Werte bei 2,5—5 ug fiir das — 
Filtrat und bei 50 wg fiir das Eluat erreicht werden. Hohere Konzen- 
trationen hemmen die Saccharasebildung. Der Mycelertrag steigt pro- 
portional dem Kupferzusatz. 


2. Bei Zusatz von Kupfer zu einer Nahrlésung, die eine bestimmte 
Menge Zink enthalt, erzielt man fiir Saccharasebildung und Mycelertrag 
nahezu gleiche Werte wie bei Abwesenheit des Zinks. Die Werte der 
Saccharaseaktivitat im Filtrat liegen ein wenig tiefer. 

3. Zusatz von Kupfer zu G.-M.-Nahrlésung mit bestimmten Mengen 
an Zink, Eisen und Mangan fordert die Saccharasebildung im Eluat sehr. 
Die héchsten Werte erreicht man mit 50—100 wg Kupfer; die dabei er- 
zielten Werte liegen um 358°, hoher als bei Kupfer allein und um 236% 
hoher als bei Kupfer und Zink. Daraus ergibt sich, daB der EinfluB des 
Kupfers durch die Gesamtheit der Spurenelemente Eisen, Zink und 
Mangan aktiviert wird. Gleiche Ergebnisse liegen auch beim Mycelertrag 
vor, bei dem die Steigerung 166%, betrigt. 

4. Mangan fordert die Saccharasebildung im Filtrat und Eluat, wobei 
die héchsten Werte bei 50 wg bzw. 1000 wg liegen. Auch der Mycelertrag. 
wird durch Mangan gesteigert und erreicht bei den héchsten Konzentra- 
tionen sein Maximum. 

5. Mangan in einer G.-M.-Nahrlésung mit 50 wg Zink ist nahezu ohne 
jeden EKinfluB auf die Saccharasebildung im Filtrat. Bis zu Konzentra- 
tionen von 10 wg verringert es die Saccharaseaktivitaét im Eluat und den 
Mycelertrag gegeniiber den Werten, die mit Zink allein erreicht werden; 
von 10 wg aufwirts ist der Kurvenverlauf dem von Mangan allein gleich 
bei Abwesenheit von Zink. 


6. Mangan in Nahrlosungen mit konstantem Gehalt von Zink, Eisen 
und Kupfer bewirkt bei kleinen Konzentrationen eine geringfiigige Er- 
hdhung des Mycelertrages. Die Werte der Saccharaseaktivitaét im Eluat 
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sind durch die Anwesenheit von Kupfer, Eisen und Zink sehr hoch und 
erfahren durch Manganzusatz keine Veranderung. 


7. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
deutlich, daB die Wirkung eines Spurenelementes von der gleichzeitigen 
An- und Abwesenheit anderer Spurenelemente beeinflu8t wird, wodurch 
die komplizierten Erscheinungen der Aktivierung, des Synergismus und 
Antagonismus auftreten. 
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Oxidative Metabolism 
of Propionate in Rhodospirillum rubrum 


By 
RODERICK K. CLAYTON *, FRANZ H. DETTMER ** 
and ARTHUR E. ROBERTSON jr. *** 


With 1 figure in the text 
_ (Eingegangen am 29. September 1956) 


In an earlier paper (CLAYTON et al., 1956) it was reported that the oxida- 
tive metabolism of propionate in’ Rhodospirillum rubrum requires, for its 
initiation, the presence of carbon dioxide. This observation supports 
the view that the dissimilation of propionate begins with a carboxylation 
which yields succinate. Numerous investigators have found evidence 
for this mechanism in other organisms, as reported by StapTMAN and 
SrapTMAN (1953) and by CaMPBELL (1954). These reviewers also cite 
evidence for an oxidation of propionate to pyruvate, via acrylate and 
lactate. The present paper describes investigations of the oxidative 
metabolism of propionate in Rh. rubrum, using substrates labeled with 
carbon fourteen. The inhibitory effect of sodium malonate was also 
investigated. 

Procedure 


Rhodospirillum rubrum (strain S-1, vAN NIEL) was cultivated anaerobically, 
under illumination, in a medium containing minerals and yeast extract, as described 
in an earlier paper (CLAYTON, 1955). Cells from mature cultures were washed and 
resuspended in a mineral medium containing the substrate to be investigated 
(usually propionate). Following 18 hours’ incubation in the light, the cells were 
washed and resuspended to a density of 6% (v/v) in 0.006 m NaHCO, solution. At 
the start of an experiment this suspension was mixed with an equal volume of 
water containing labeled and unlabeled (‘‘carrier’’) substrates. The resulting 
mixture was aerated, in the dark, with air containing 5% CO,. Samples were 
withdrawn at intervals for analysis. 

Analysis of the samples involved partition chromatography, using acidified 
silica gel eluted with butanol-chloroform mixtures. The procedure was that de- 
scribed by BULEN et al. (1952), with a few modifications. Eight grams of silicic acid 
(Mallinckrodt A. R.), treated by flotation to remove the finer particles and then 
dried at 110°C for 24 hours, were mixed in a mortar with 4.5 to 5.0 ml of 0.05 n 
H,SO, until a dry powder was obtained!. 55 ml of chloroform were added, a little 


* U.S. Naval Postgraduate School, Monterey, California. 
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resolution of the substrates. 
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at a time, and the mixture was ground to a smooth slurry. This was poured into a 
50 ml burette fitted with a stopcock and plugged with filter paper. The excess 
chloroform was forced through the column, under pressure, at a rate of about 2 ml 
per minute (the same rate was maintained during elution). When the silica gel had 
settled, exhibiting a firm and stationary upper surface, a 3 ml layer of chloroform 
was retained above this surface and the column was ready for use. 


The sample (about 1.1 ml, 0.2 n in H,SO, and containing some 30 micro-mols 
of organic acids as the sodium salts) was placed on two grams of silicic acid; the 
mixture was stirred to a fine powder and poured onto the top of the column. 2 ml 
of chloroform were added and the sample was stirred until it was dispersed smoothly 
at the top of the column. A disc of filter paper was lodged above the sample to pre- 
vent its agitation, and the elution was carried out, in the following sequence: 


5% n-butanol, 95% chloroform . . . . . . 100 ml 
15% 0 85% Bs AE det et . 150 ml 
25% . 75% Jaipeatansgee shoe cae 100 ml 
35% ” 65% 3 See aia res to end. 


The chloroform used for elution was saturated with 0.05 n H,SQ,. 


Fractions emerging from the column were titrated with 0.01 n NaOH (CO,-free) 
and phenol red; following titration, 0.1 ml of 1.0n NaOH was added and the 
aqueous phase was transferred to a stainless steel planchet. After drying in a vacuum 
dessicator, the sample was assayed for radioactivity, using an end-window Geiger- 
Mueller counter. 

A chromatogram describing the emergence of compounds from the column 
displays ‘‘peaks”’ as shown in table 1. Experiments were designed so as to avoid the 
necessity of separating such pairs as 
pyruvic and fumaric acids, or succinic and Table 1. 
lactic acids. Acrylic acid was separated Peaks of emergence of compounds from 
from propionic acid by the following tech- chromatographic column (see text) 


nique: The sample, prior to its addition to Ceumonad a 
silicic acid, was treated in rapid succession (acid) al 
with 0.2 ml of saturated KMn0O,, two 
drops of 109% Na,S in water, and 0.2 ml propionic 25 
of 2n H,SO,. This procedure brought acrylic 25 
about the oxidation of acrylic acid to acetic 55 
oxalic acid (derived from the carboxyl pyruvic 90 
and central carbon atoms), with a yield fumaric 105 
of about 70%, and prevented the further succinic 160 
conversion of oxalic acid to formic acid or lactic 170 
carbon dioxide. oxalic 255 
In one experiment the suspension malic 375 


contained, initially, 50 umol of sodium 

propionate-1-C!4, 50 uwmol of sodium pyruvate, 20 mol of propionaldehyde, and 
1% cells in a total volume of 10 ml. Three such preparations were placed in stoppered 
25 ml flasks and agitated under an atmosphere of air plus 5% CO,. At appropriate 
intervals the preparations were treated as follows: The propionaldehyde was 
flushed by a current of air into asaturated solution of 2,4-dinitrophenyl-hydrazine 
in 2 n HCl (hereafter denoted DNPH). The resulting precipitate of propionaldehyde- 
hydrazone was filtered and washed with DNPH; the filter paper bearing the pre- 
cipitate was dried on a steel planchet and counted. The residual suspension was 
centrifuged and the cells were treated in a manner described in the next paragraph. 
To 5ml of the supernatant fluid, 7 ml of DNPH were added; after ten minutes 
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the resulting precipitate of pyruvic-hydrazone was centrifuged, the supernatant 
fluid was discarded, and the precipitate was dissolved in 1.0 ml of 1.0n NaOH. 
Addition of 10 mlof DNPH reprecipitated the hydrazone, which was filtered, washed 
with DNPH, dried on a planchet, and counted. 


Returning to the manner in which experiments (all but the one involving 
propionaldehyde) were conducted: 1.0 ml samples were withdrawn at the start 
of the experiment, after two hours, and after four hours. Each sample was added 
to 0.1 ml of 2n H,SO, and centrifuged to remove the cells. These were washed 
twice with 10 ml of water and dried on a stainless steel planchet for assay of their 
radioactivity. The organic acids contained in the supernatant fluid were separated 
chromatographically and dried on steel planchets for counting, as described earlier. 

Since the various compounds were not separated perfectly, some activity was 
observed in each fraction, even in the sample withdrawn initially. A correction for 
this contamination (never greater than 100 counts per minute) was applied by 
subtracting the counts per minute observed in the “initial” fractions from those 
observed in the corresponding “two hour” and “four hour” fractions. All activities — 
published subsequently have been corrected in this manner. 


The possibility of “exchange error’ was eliminated; active propionate was 
incubated overnight with the various carrier substrates and no activity was trans- 
ferred to these compounds, in the absence of bacteria. 


Results and Discussion 
I. Radioisotope experiments 


In the first group of experiments radioactive sodium propionate was 
administered, together with one or more unlabeled substrates. Each 
substrate was present initially at a concentration of 10 wmol/ml, except 
in an experiment which involved propionaldehyde (2 wmol/ml), pyruvate 
(5 wmol/ml), and labeled propionate (5 umol/ml). The results of these 
experiments are presented in table 2. After four hours’ incubation with 
labeled propionate we find: 


1) high activity in pyruvate and in the cells, 

2) moderate activity in lactate and acetate, 

3) slight activity in acrylate, succinate, fumarate, and malate, and 

4) no activity in propionaldehyde. 
Activities in all of these substrates increased with time in roughly a 
linear manner. 


At this point one might object that the activities listed under ‘“fuma- 
rate” and “‘succinate’’ are in reality due to active pyruvate and lactate, 
respectively, since the latter substrates were not resolved from the former 
chromatographically. We have found, however, that the activity reco- 
vered in a particular form is negligible unless the appropriate substance 
is present as a carrier throughout the experiment. This is illustrated in 
table 3, which pertains to an experiment in which labeled propionate 
was administered, with and without carrier pyruvate and lactate. Where 
the carriers were withheld throughout the experiment (denoted “none” 
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in table 3), they were added, in concentrations of 10 ymol/ml, at the 
conclusion of the experiment: after the cells had been removed, but prior 
to the chromatographic separation. A comparison of the data in Tables 2 
and 3 shows that the activities reported in the former are not spurious; 
they pertain to the substrate specified. 


Table 3. Explanation in text. Initial concentration of propionate and of carriers, 
10 wmol/ml. Initial activity of propionate, 0.80 wc/ml (2-C™) 


1/ml Net counts per min 
Carrier Substrates Fraction / pone: hive 
propionate | 2.5 _ 
none pyruvate — 32 
lactate — 8 
pyruvate, propionate | 5.3 — 
lactate pyruvate 8.4 1724 


lactate / 9.0 . 232 


At first glance the data in table 2 seem to support the mechanism, 
“propionate —> acrylate — lactate > pyruvate’, the activities observed 
in such compounds as acetate and succinate arising from reactions more 
remote in the sequence. One cannot, however, take magnitudes of acti- 
vities as reliable guides to the sequence in which compounds are inter- 
converted. The rate of diversion of labeled molecules into an extracellular 
pool of ‘carrier’? molecules depends jointly upon the rate of transport 
through the cell membrane and upon the rate of conversion of the com- 
pound into its successor. Also, the compound may exist, within the cell, 
largely in an altered form which is not exchanged rapidly with the basic 
form (e. g., succinyl-CoA instead of succinic acid). 

The reaction of the medium influences rates of transport of organic 
acids out of the cells; in every experiment but one the pq was between 
6.5 and 6.8. The single exception was an experiment in which the pg was 
maintained at 5.0 with 0.02 m phosphate buffer; the result of this experi- — 
ment was negative: after four hours’ incubation with labeled propionate, 
neither the cells nor the carriers (pyruvate and succinate) showed mea- 
surable activity. 

Fortunately, techniques exist through which the sequence of events 
can be elucidated. One is based upon the ‘dilution effect”’: Suppose that 
three compounds are related in the sequence A—B->C. If radio- 
active compound A is administered, then to a first approximation — 
(ignoring labeled molecules involved in “‘back-reactions”) the concen- 
tration of C will not influence the rise of activity in B. The greater the 
concentration of B, however, the more slowly will activity appear in C. 
This approach was applied to the case of propionate, lactate, and pyru- 
vate. Replicate preparations were treated as in the foregoing experiments, 
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employing labeled propionate 
and varying concentrations of 
carrier pyruvate and lactate. 
Results of three such experi- 
ments were negative; appa- 
rently the concentrations of 
substrates which could be con- 
veniently employed (zero to 
50 wmol/ml) were not suitable 
for the demonstration of a 
dilution effect. 

A more positive approach to 
our problem is a comparison 
of the results of administering 
propionate-1-C' and propio- 
nate-2-C'. If the pathway is 
*“propionate — acrylate — lac- 
tate — pyruvate’, the activi- 
ties in lactate and pyruvate 
should, to a first approxima- 
tion, rise at equal rates in these 
two cases. If glycogenesis pro- 
ceeds via pyruvate one might 
expect the cells also to become 
radioactive at equal rates. 
Finally, assuming that pyru- 
vate leads to succinate and 
fumarate via the tricarboxylic 
acid cycle (this cycle was shown 
by EIsENBERG (1953) to be ope- 
rative in Rh. rubrum), it can 
be shown that the two latter 
compounds should become ac- 
tive when propionate -2-C 14 is 
fed, but not when propionate- 
1-C!4 is administered. 

Suppose, alternatively, that 
the metabolism of propionate 
begins with a carboxylation to 
succinate, which is in turn con- 
verted in part to pyruvate and 
to lactate. Propionate-1-C1 
will yield succinate-1-C™; if 


Table 4. Explanation in teat. Initial concentration of each substrate, 10 wmol/ml. Initial activity of propionate, 0.50 wcuries/ml. 
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this is converted to pyruvate there is one chance in two that the activity 
will be lost as labeled CO,. Activity will not be lost in this manner in the 
conversion of propionate-2-C™, via succinate, to pyruvate. Therefore we 
would expect, when administering propionate labeled in the 1-C and 
2-C positions, equal activities in succinate and in fumarate; in pyruvate 
and lactate (and probably in the cells) the activity from propionate-1-C™ 
should be half that from propionate-2-C™. 

Table 4 presents the results of three experiments designed to test the 
foregoing speculations; in each experiment replicate preparations con- 
tained propionate-1-C! and propionate-2-C™, respectively. The results 
are unambiguously in favor of the second mechanism discussed above; 
the implied carboxylation of propionate to yield succinate is confirmed — 
by the observation, reported earlier (CLAYTON et al, 1956), that the oxi- 
dative metabolism of propionate will not begin in the strict absence of 
carbon dioxide. 


Table 5. Explanation in text. Initial concentration of each substrate, 10 ~mol/ml. 
Initial gunn of pyruvate-2-C!4, 1.0 we/ml. Initial assay of pyruvate, 
18,230 counts/min 


4 “mol/ml vmol/ml net counts per min | Net counts per min 
Fraction 2 hrs 4hrs 2 hrs 4hrs 
pyruvate. ... 8.5 Tad 13,146 11,147 
Céllgt eye wes = — 2,653 5,999 
succinate ... 9.9 9.7 233 401 
propionate . . . 9.0 7.6 1,187 1,451 


A final experiment involved the feeding of pyruvate-2-C™, succinate 
and propionate being added as carriers. The results are shown in table 5; 
the activity in the propionate fraction indicates that the carboxylation 
of propionate is reversible. The active succinate could, of course, have 
arisen either through “forward” or “‘reverse’’ operation of the tricarboxy- 
lic acid cycle. 


II, Experiments with Sodium Malonate 


In a series of manometric experiments (employing the Barcroft-War- 
burg technique) it was found that sodium malonate inhibits the oxi- 
dative metabolism of various compounds in Rhodospirillum rubrum. 
The substrates tested were succinate, fumarate, lactate, propionate, 
and acetate (sodium salts); the experimental conditions were as follows: 
Cells, 2%(v/v) in .006 m NaHCO,; substrate, .0025 m; gas phase, air plus 
5% CO,; malonate concentrations, 0, 0.03, 0.1, and 0.3 m; volume of 
liquid phase, 2.4 ml. Light was excluded from the vessels, and the 
malonate was added one hour prior to the addition of the substrate. 
During this hour, and also after the substrate had been exhausted, the 
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gas exchange was slow (manometer readings were less than 5 mm per hour, 
as compared with 20 to 60 mm/hr in the presence of substrate). Rate of 
metabolism was taken as the reciprocal of the time required to exhaust 
the substrate, normalized to a maximum value (in the absence of inhibi- 
tor) of 100. 


Table 6. Relative rates of oxidative dissimilation of substrates in the presence of malonate, 
in Rhodospirillum rubrum. Experimental details in text. Substrate concentration 
0.0025M. Data from two separate experiments are reported in the case of acetate 


Malonate concentration, molar: 


Substrate 
0 0.03 0.1 | 0.3 
succinate .. . 100 75 61 20 
fumarate ... 100 94 86 17 
Pactate 22 50... 100 100 100 39 
propionate . . 100 77 54 9 
scetate =. <1. 100 18; 0 18; 0 5; 0 


Results of these experiments are shown in table 6. Inhibition by 
malonate is seen to be comparatively slight in the presence of fumarate 
and of lactate. The metabolism of propionate is inhibited to roughly the 
same degree as that of succinate, while in the case of acetate the inhibition 
is more severe. The fact that the data for propionate and succinate are 
comparable, while those for propionate and lactate are not, supports our 
conclusion regarding the carboxylation of propionate. 
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Figure 1. Proposed pathway for the oxidative metabolism of propionate in Rhodospirillum rubrum, 
accounting for the experimental data 


The powerful inhibition of acetate oxidation by malonate can be understood if 
we visualize a competition between succinic and malonic acids for occupancy of the 
active locus associated with succinic dehydrogenase. Administering propionate or 
succinate leads to a high intracellular concentration of succinate (or of succinyl- 
CoA), so that the competition is in favor of the substrate. This may not be the case 
if acetate is fed, provided that the acetate must combine with oxalacetate and 
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proceed through the TCA cycle. If the initial supply of oxalacetate (which is needed 
in order for the process to begin) arises endogenously via succinate and fumarate, 
a low concentration of malonate can easily block the trickle of compounds along this 
pathway; the competition for succinic dehydrogenase will then remain overwhel- 
mingly in favor of the inhibitor. 

In the light of these speculations, our data imply that oxalacetate cannot be 
formed directly from acetate, by such a mechanism as acetate + CO,— pyruvate; 
pyruvate + CO,— oxalacetate. More careful work along these lines might elucidate 
the question of whether the oxidative decarboxylation of pyruvate is reversible. 

Returning to the metabolic fate of propionate, a scheme accounting 
for all of our observations is depicted in fig. 1, which is self-explanatory. 

The photosynthetic utilization of propionate is under investigation at 
present. 


Summary 


Studies were conducted of the oxidative metabolism of propionate in 
Rhodospirillum rubrum, using C14-labeled compounds. The results, taken 
in conjunction with a carbon dioxide requirement described previously 
(CLAYTON et al., 1957), reveal that the first step is a carboxylation of 
propionic acid, yielding succinic acid. This result is confirmed through 
manometric studies of inhibition by malonate. 
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Photosynthetic metabolism of propionate 
in Rhodospirillum rubrum 


By 
RODERICK K. CLAYTON 


(Hingegangen am 27. Oktober 1956) 


The oxidative metabolism of propionate in Rhodospirillum rubrum 
has been investigated (CLAyTON et al., 1957b); the conclusion was drawn 
that the process begins with a carboxylation yielding succinate. The 
present paper describes a similar investigation into the photosynthetic 
metabolism-of propionate in Rh. rubrum. As before, two approaches 
were employed: studies using C14-labeled propionate, and studies of the 
inhibitory action of malonate. Again, as we shall see, the data suggest 
a carboxylation of propionate to yield succinate (this is, ‘of course, an 
oversimplification, since the involvement of CoA-derivatives of the 
acids is ignored). This conclusion is consistent with the findings of 
LarsEN that the photometabolism of propionate in the green bacteria 
involves such a carboxylation. 


Methods 


The experimental procedures have been described in detail in earlier 
papers (CLAYTON et al., 1957 a; 1957 b); in essence they were the following: 


1. Tracer experiments: Sodium propionate, labeled in either the carboxyl 
or the central position, was administered to a resting suspension of Rh. rubrum, 
together with one or two “carrier”? substrates. After four hours’ incubation the 
propionate and the carriers were separated chromatographically and assayed for 
radioactivity. The procedure employed in the present investigation differed from 
that described earlier in two respects. First, the suspension was illuminated and 
flushed continuously with N, + 5% CO,, instead of being flushed with air plus 
CO, in the dark. Second, the separation of propionic and acrylic acids was effected 
by converting the latter to 2,3-dibromopropionic acid; this was accomplished by 
adding, to the acidified sample, KBr and KBrO, in concentrations of 0.1m and 
0.02 m, respectively. After thirty minutes at room temperature the excess bromine 
was blown out of the sample and the chromatographic separation was begun. Under 
the prevailing conditions, dibromopropionic acid emerged from the silica gel column 
with the effluent fraction between 100 ml. and 120 ml. 

2. Malonate inhibition: Rates of dissimilation of various substrates were 
determined manometrically, in the presence of various concentrations of sodium 
malonate. The procedure differed from that described earlier only in that the 
reaction vessels were illuminated and the gas phase was N, + 5% CO,. 

Illumination was provided in the tracer studies by a collimated beam from 
a 500 watt projection lamp, and in the manometric experiments by a bank of 
25 watt household lamps; in each case the intensity of illumination was greater 
than that required for saturation of photosynthesis. 
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Results and Discussion 


The results of tracer experiments are presented in table 1. In these 
experiments replicate preparations were used, differing only in that pro- 
pionate-1-C!4 was administered in one case and propionate-2-C™ in the 
other. All substrates were present at initial concentrations of 0.01 m; 
the initial specific activity of the propionate was 0.45 we/ml. 


Table 1. Results of administering propionate-1-C!* or propionate-2-Cl4, plus un- — 

labeled carriers, to Rhodospirillum rubrum (illuminated; bubbled with Nz + 5% COz). 

Samples withdrawn and assayed four hours after adding substrates. See text for 
experimental details. 


: Carri : Micromol/ml. Net counts/min. - 
Sector Sabatihtes ea after 4 hours after 4 hours 
Labeling of propionate > 1-c'* 2-C1« 1-Cc* 2-C« 
Propionate | sia 7.2 
1 Lactate, Lactate 9.3 9.4 131 249 
Pyruvate Pyruvate 8.1 ree) 190 420 
Cells 2080 4110 
Propionate ed. eT omy 
2 Pyruvate, Pyruvate 8.2 8.4 329 696 
Succinate Succinate 10.0 10.3 177 203 
Cells 2276 4795 
Propionate 79 | 7.9 | 
3 Acrylate, Acrylate 9.0 9.2 18 34 
Lactate Lactate 8.6 8.0 110 be 280 
Cells 1681 3976 


To a first approximation we observe that in the case of lactate and 
pyruvate, the activities derived from propionate-2-C! and from pro- 
pionate-1-C"4, respectively, stand in a 2:1 ratio. Activity incorporated 
into the cells from propionate-2-C! is also twice that from propionate- 
1-C"4, while the activities of succinate from these two sources are roughly — 
equal. These results are inconsistent with the pathway ‘“‘propionate — 
acrylate — lactate — pyruvate’; they support the mechanism “‘pro- 
pionate -+- CO, — succinate’. For a more detailed discussion of this 
point the reader is referred to an earlier paper (CLAYTON et al, 1957b). 


As with the tracer studies, investigations of inhibition by malonate 
give results similar to those pertaining to the oxidative metabolism of 
propionate, and supporting once more the hypothesis of carboxylation. 
Results of these investigations are presented in table 2; we see that 
malonate has quite similar effects on the photosynthetic utilization of 
propionate and of succinate, distinct from the effect on the utilization of 
lactate. A pronounced inhibition of the dissimilation of acetate is again 
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found; this effect was observed and discussed in connection with oxi- 
dative metabolism (CLAYTON et al., 1957b). 

Trace amounts of carbon dioxide are needed to initiate the oxidative 
metabolism of propionate in Rhodospirillum rubrum (VAN Nie 1941; 
ChayTon et al., 1956); this fact supports again the hypothesis that 
propionate metabolism begins with a carboxylation. Such a “sparking” 
requirement may exist also in the case of photosynthetic metabolism; 


Table 2. Effect of malonate on the rate of photosynthetic dissimilation of substrates in 
Rhodospirillum rubrum. The numbers are rates, measured manometrically, normalized 
to maximal values (without malonate) of 100. See text for experimental details 


Malonate concentration (Molar) 
Substrate (0.005 M) 

0 0.03 0.10 
AIICCINAbC Als cia he. se 100 65 51 
Propionate ...... 100 62 46 
MPAOLALO ew es se ee 100 100 96 
Pyruvate 25). 2. 100 85 68 
PIN ATALC is! is Set be tenth 100 94 65 
Acetatete (5 Ges 8 | 100 9 0 


it cannot be detected because CO, must be present continuously to 
sustain the photometabolism of both propionate and succinate in Rh. 
rubrum. This effect (the dependence of photosynthetic rate upon CO, 
tension) is being studied in greater detail, with several substrates, at 
present. 

Also under current study is the shape of the light-saturation curve 
(photosynthetic rate vs light intensity) for Rh. rubrum in the presence 
of propionate and of succinate. It is hoped that an understanding will 
be gained of the exceptionally high saturating light intensity for photo- 
taxis of this organism in the presence of propionate. 


Summary 

As in the case of oxidative metabolism, the photosynthetic metabolism 
of propionate in Rhodospirillum rubrum begins with a carboxylation 
yielding succinate. This conclusion is based on experiments in which 
radioactive propionate (1-C! and 2-C1*) is administered in the presence 
of “carrier” lactate, pyruvate, succinate, and acrylate, and on studies 
of the inhibitory action of malonate. 

Acknowledgments. This work was supported by the Office of Naval Research. 
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Physiologische und morphologische Untersuchungen 
an Chlorobakterien* 


Von 
Ki. MECHSNER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 14. September 1956) 


Die urspriingliche Problemstellung dieser Arbeit war die Aufklérung 
des Wesens der Symbiose von Chlorochromatium aggregatum Lauterborn 
(Chloronium mirabile Buder). Chlorochromatium ist ein Konsortium, zu- 
sammengesetzt aus einem polar begeifelten farblosen Zentralbacterium, 
das mit einem Mantel von unbeweglichen griinen Bakterien (1—2 x 0,75 y) 
umgeben ist. Da sich jedoch bei meinen Versuchen nur die griinen AuBen- 
bakterien isolieren lieBen, wurden die Untersuchungen auf Chloro- 
bakterien allgemein betreffende physiologische und morphologische 
Fragen ausgedehnt. Besonders interessierte die Verwertbarkeit orga- 
nischer Substanzen als C- und H-Quelle, die bisher. fiir Chlorobak- 
terien noch nicht nachgewiesen werden konnte. Aus Vergleichsgriinden 
wurden frei vorkommende griine Bakterien der verschiedensten Wuchs- 
formen isoliert. 

In der folgenden Literaturiibersicht sind in gréBerem Umfange auch 
Arbeiten tiber Purpurbakterien beriicksichtigt worden, da wesentliche 
Erkenntnisse iiber die photosynthetischen Bakterien an den _ relativ 
leicht zu kultivierenden Purpurbakterien gewonnen wurden. 


Physiologie. Seit ENGELMANN 1883 die ersten Theorien iiber die Photosynthese 
der Bakterien veréffentlichte, riS die Kette der Arbeiten nicht ab, die sich mit 
diesen sehr interessanten Organismen beschaftigten: WINOGRADSKY (1887—88), ’ 
B&IJERINCK (1893), Ewart (1897), Mryosut (1897), Napson (1903), HuEPPE (1905), 
Motiscu (1907), Napson (1912), Perrixrev (1914), SKPNE (1914), BupER (1919/20), 
BavENDAMM (1924). Wahrend sich genannte Autoren mehr oder weniger einig 
waren, daf es sich hier um eine Chemo- oder Photosynthese handele, konnten nahere 
physiologische Einzelheiten, insbesondere die Rolle des H,S, nicht geklart werden. 

Neue Gesichtspunkte ergaben sich erst, als Knuyver u. Donker (1926) die 
Wrextanpsche Theorie auf den StoffwechselprozeB im allgemeinen ausdehnten und 
die Moglichkeit einer reinen Photosynthese bei den farbigen Schwefelbakterien 
andeuteten. Eine endgiiltige Klarung dieser Probleme gelang jedoch erst vAN NIEL 
(1931a), der als Grundlage seines Erfolges relativ einfache Kulturmethoden ent- 
wickelte, mit deren Hilfe er schnell zu Reinkulturen von Purpur- und erstmals auch 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultaét der Universitat Gottingen 1956. 
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griinen Bakterien gelangen konnte. Der anaerobe Charakter und H,S-Bedarf wur- 
den, eindeutig nachgewiesen und erklart durch folgende allgemeine Formel der 

* Photosynthese, die auf Grund exakter stéchiometrischer Berechnungen fiir die ge- 
farbten Schwefelbakterien gesichert werden konnte: CO, + 2H,A = CH,0 + H,O 
+ 2A. Wird 8 fiir A eingesetzt, so sind die Verhaltnisse bei der Bakterienphoto- 
Synthese wiedergegeben. Auferdem wies er fiir die Purpurbakterien die Fahigkeit 
nach, anstatt Sulfid auch andere Schwefelverbindungen wie Thiosulfat, Tetra- 

_thionat und molekularen Schwefel verwerten und bis zum Sulfat oxydieren zu 
kénnen. Daneben konnten sie organische Substanzen assimilieren. Die Chloro- 
bakterien waren dagegen lediglich in der Lage, CO, und H,S zu verarbeiten und bis 
zu elementarem Schwefel zu oxydieren, der in Tropfen ausgeschieden wurde. 

In einer weiteren Veréffentlichung vermuteten van Nrex u. MuLLerR (1931b), 
da8 die Carotinoide zur Sensibilisierung organischer Stoffe bei der Bakterien- 
photosynthese wichtig seien. MULLER (1933) konnte oben genannte Formel auch 
auf die Photosynthese mit kurzgliedrigen organischen Sauren als Elektrondonator 
ausdehnen, die vollstandig, also auch als C- Quelle, assimiliert wurden. 

Weiter fand Larsen (1952) auch bei einem Chlorobacterium die Fahigkeit, 
andere oxydierbare S-Verbindungen als Sulfid verarbeiten zu kénnen. Dariiber 
hinaus oxydierten simtliche von ihm untersuchten griinen Bakterien den zunachst 
ausgeschiedenen molekularen Schwefel weiter zu Sulfat. Wachstum in organischen 
Medien ohne Schwefelquelle konnte er jedoch nicht feststellen (LARSEN 1953). 

GAFFRON (1933/35) und Nakamura (1937) wiesen bei schwefelfreien Purpur- 
bakterien im Licht anaerob CO,-Assimilation, jedoch nur bei Anwesenheit organi- 
scher Stoffe, in Dunkelheit aerobe Bediirfnisse nach. FostER (1940) zeigte, daB bei 
Alkohol als C- und H-Quelle, primire vollstandig assimiliert, sekundére zu den 
entsprechenden Ketonen oxydiert wurden. Arbeiten von van Nie (1941/49a), 
EIsENBERG (1953), VERNON u. Kamen (1953a, b) deuten darauf hin, daB die Oxy- 
dation des Substrats durch photosynthetische Bakterien ahnlich wie bei aeroben 
Organismen verlauft. 

Inzwischen stellten van Nrex (1949a, b), Larsen, Yocum u. van Nigx (1952a) 
und Larsen (1953) eine neue Theorie der Bakterienphotosynthese auf, u. a. Ver- 
6ffentlichungen von EymErs u. WassINK (1938) sowie WassINnK, Katz u. Dorr- 
STEIN (1942) beriicksichtigend. Danach soll, da sich der Quantenbedarf bei den 
gefarbten Schwefelbakterien mit etwa 9 als genau so hoch wie bei den héheren 
Pflanzen erwies, auch hier die Kohlensiure in einigen Dunkelreaktionen assimiliert 
werden und die Photolyse des Wassers der Primarvorgang sein. 

Durch die Ergebnisse von Kamen, Grst, LiInpstRoM, WAGENKNECHT u. Mitarb. 

-(1949—51), wonach alle photosynthetischen Bakterien molekularen Stickstoff bin- 
den kénnen, wurden zahlreiche manometrische Arbeiten auf diesem Gebiet pro- 
blematisch, da stets in N-Atmosphare gearbeitet wurde. 


Pigmente. LANKESTER (1873), ENcELMANN (1883/88), WINoGRADSKY (1888) 
Ewart (1897), Napson (1903) und ArcrcHovsxis (1904 geben die altesten Berichte, 
iiber die Farbstoffe der Purpurbakterien, ohne jedoch durch die Verwendung von 
Reinkulturen zu exakten Ergebnissen zu gelangen. Erst Moriscu (1907) konnte 
Purpurbakterien rein ziichten und isolierte neben einem roten Farbstoff (Bacterio- 
erythrin) einen griinen mit einer Absorptionsbande auf der D-Linie, den er ,, Bacterio- 
chlorin“’ nannte. BupER (1919) bestatigte und erginzte diese Beobachtungen. Mit 
dem Pigment der griinen Bakterien jedoch beschaftigte sich erst MnTzNER (1922), 
der fir den griinen Farbextrakt einer eingetrockneten Chlorobakterienkolonie 
bei 670 my eine Hauptabsorption angab, wahrend bei 590 mu im Gegensatz Zam. 
griinen Farbanteil der Purpurbakterien keine Absorption auftrat. Er bezeichnete 
dieses Pigment als ,, Bacterioviridin™. Wahrend diese Angabe von Katz u. WASSINE 
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(1939) sowie Larsen (1953) — der in diesem Rahmen die Bezeichnung ,,Chloro- 
biumchlorophyll vorschlug — bestatigt wurde, besteht PRINGSHEIM (1953) darauf, 
daB die griinen Bakterien das Bacteriochlorophyll der Purpurbakterien besaBen. 
SEYBOLD u. Hirscn (1954) bestitigten diese Auffassung. fe 

ScHNEIDER (1934) analysierte die griime Komponente des Purpurfarbstoffs 
chemisch und gab ihr den Namen ,.Bacteriochlorophyll, da sie groBte Ahnlichkeit 
mit dem Chlorophyll hat. Frscumrs Arbeiten (1934—40) brachten eine liicken- 
lose Aufklarung des Molekiils, das sich dem des Chlorophyll a sehr abnlich erwies. 
Nach LiuBmMEnKo (1921) sollten die Pigmente mit anderen Stoffen kombiniert vor- 
liegen. Frencu (1940) konnte eine Bindung an Globulin feststellen. 

Elektronenoptisch beobachteten neuerdings THomas (1952) sowie PARDEE, 
SCHACHMANN u. STANTER (1952), daB die Pigmente an Grana mit emem Durch- 
messer von 0,03—0,06 « gebunden sind. 

Uber Carotinoide bei Chlorobakterien ist wenig bekannt. van NIEL u. MULLER © 
(1931b) konnten keine nachweisen. Karz u. WAsSSINK (1939), PRINGSHEIM (1953) | 
u. Larsen (1953) berichteten zwar iiber ein Vorkommen von Carotinoiden, doch — 
konnten sie nur geringe, nicht definierbare Mengen feststellen. 

Morphologie, Systematik. Schon WrnoGRADSKY (1888) brachte die eine 
Bakterien in Zusammenhang mit den Purpurbakterien. Napson (1906, 1912) 
beschrieb den Prototyp der griinen Bakterien als ,,Chlorobiwm limicola“*, eme kurz- : 
staibchen- oder streptokokkenartige Form. LAUTERBORN (1906) entdeckte das Kon-— 
sortium ,,Chlorochromatium aggregatum*, jedoch nicht das farblose Innenbacterium. ; 
Dies gelang BuprErR (1913), der denselben Organismus als ,,Chloroniwm mirabile— 
bezeichnete. 

1916 faBte LauTERBORN 5 griine Bakteriengattungen in der Familie der ,,Chloro- 
bacteriaceae“* zusammen, sie waren jedoch lediglich durch Wuchs- oder Symbiose- 
form unterschieden. GEITLER u. PascHER (1925) stellten die Chlorobakterien als 
»Cyanochloridinae zu den einzelligen Blaualgen. van Nret (1931) beobachtete 
die starke Neigung von Chlorobium limicola und Pelodictyon zur Bildung cue 
Involutionsformen und 1948 stellte er in BERGrys Manual ahnlich wie LAUTERBORN ~ 
die Familie der Chlorobacteriaceae mit 6 Gattungen auf. LarsEN beschrieb 1952 
»Chlorobium thiosulfatophilum™, das auch andere Schwefelverbindungen als Sulfid, 
wie z. B. Thiosulfat, verwerten kann. BrcKNELL (1952) konnte elektronenoptisch 
die von VAN NreL beschriebenen Involutionsformen nicht beobachten. 

PRINGSHEIM (1953) identifizierte einen Teil der beschriebenen Chlorobakterien — 
als Cyanophyceen, Daneben beschrieb er einen neuen Organismus ,,Microchloris— 
nadsonii‘*, ein sehr schmales (0,4 jz) aber relativ langes (2,5—4,5 2) Chlorobacterium. ; 

Zur niheren Einsicht werden folgende Sammelreferate empfohlen: BavENDAMM é 
(1936), VAN Nrex (1944, 1954), Gus (1951), Larsmn (1954) und Erspen (1954). 


Methodik 
a) Isolierung und Kultur 


1. Anreicherung 


i] 
Die Methode von Winocrapsky (1887, 1888; Glaszylinder mit Schlamm 4 
organischen Substanzen) erwies sich zu indifferent, um spezielle Formen zu iso- 

lieren. Bessere Ergebnisse brachte van Nrexs Vorschlag (1931a), Schlammproben 
mit anorganischer Nahrlésung (Lsg. A siehe unten) zu beschicken und im erleuch- 
teten Thermostat (Lichtkabinett) zu bebriiten. Doch fiihrte der einfachste Weg am 
besten zum Ziele, indem 250 ml-Stépselflaschen mit Teichwasser und Schlamm ge- 
fiillt und in ein Lichtkabinett bei einer Temperatur von 30° C gestellt wurden. Die 
Anregung hierzu entstammt einer Aussprache mit Herrn Prof. Dr. PRINGSHEIM, 
dem hiermit der herzlichste Dank ausgesprochen sei. 
. 


{ 
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Schon nach wenigen Tagen (5—8) bildeten sich, giinstiges Material 
vorausgesetzt, an groReren Schlammpartikelchen (Blattstiicke, Zweige) 
‘und der Glaswand griine Lager oder Horste, die praktisch Reinkulturen 
von freien Chlorobakterien oder Chlorochromatien waren. Bei langerem 
Stehen vermehrten sich beide derart, da sie das Wasser stark griin 
farbten und einen dicken griinen Bodenbelag bildeten. Zum SchluB 
entwickelten sich Purpurbakterien. Algen, namentlich Cyanophyceen, 
traten meist nur in geringen Mengen auf und storten nicht. 


Vorteilhaft war es, die Flaschen mit wenigen ml (8—5) chlorochromatium- 
haltiger Fliissigkeit aus einer gut entwickelten Kultur zu beimpfen. Die Chloro- 
chromatien blieben langer ,,rein‘‘ und erschienen viel friiher in greifbarer Menge, 
da sie sich etwas schneller als die iibrigen griinen Bakterien entwickelten. Durch 
geringe Zugaben von Na,S (0,02—0,05%) und Hinstellen des py auf den normalen 
Wert (6,8—7,0) konnte die Lebensdauer der Kultur um einige Tage verlangert wer- 
den. Andere Salze hatten keinen Hinflu8 auf das Wachstum. 


Untersucht wurden stagnierende Gewiisser aus der Gegend Goéttingens 
und Hannovers. Am ertragreichsten erwies sich der Schlamm aus dem 
Tiimpel des Botanischen Gartens in Gottingen. Wahrend freie Chloro- 
bakterien zu jeder Jahreszeit in gleicher Menge gefunden wurden, trat 
Chlorochromatium nur im Friihjahr und Spatsommer in gréBeren Men- 
gen auf, und nur aus dieser Symbioseform konnte die griine Komponente 
isoliert werden. 


2. Isolierung und Reinkultur 


Chlorochromatium aggregatum 

Als Grundlage zur Isolierung der beiden Komponenten von Chlorochromatiwm 
sollte das Konsortium zunachst als Ganzes rein geziichtet werden. Als Grundlage 
fast aller Versuche diente die folgende nach Van Nix (1931a) zusammengesetzte 
Lésung: 

Losung A: MgCl, 0,1% oder MgSO, 0,1% ; NH,Cl 0,1% ; KH,PO, 0,1%; NaHCO, 
0,1%; Na,S 0,05%; px 6,8. Die Konzentrationen von NaHC0O,, Na,S und py wurden 
nach Bedarf stark variiert. Losungen von NaHCO, 5% und Na,S 10% wurden 
sterilfiltriert bzw. autoklaviert und erst nach dem Autoklavieren der Restlésung 
dieser in entsprechender Menge beigemessen. Es wurde stets mit und ohne Zugabe 
fraktioniert sterilisierten Schlamms gearbeitet. Als GefaBe dienten 75 oder 125 ml 
Stopselflaschen. 

Die Chlorochromatien wurden aus ihren Ansammlungen, von anderen Chloro- 
bakterien getrennt, unter dem Mikroskop mit einer Capillare abgesogen und in 
Flaschen gefiillt, die die Lsg. A wie beschrieben, aber auch bis 1: 10 verdiinnt, 
enthielten. Na,S und NaHCO, wurden zwischen 0,5—0,01% variiert, in einigen 
Versuchen wurden sie einzeln oder beide weggelassen. 

Die starken Variationen schienen nétig, weil die Chlorochromatien 
in der Normallésung nicht anwuchsen und die Vermutung auftrat, daB 
diese Konzentration fiir das farblose Innenbacterium zu hoch war. 
Nur griine Bakterien, die sich spater als identisch mit den AuBenbakterien 
des Aggregats erwiesen, entwickelten sich. Auferdem konnte die Zu- 


sammensetzung des Substrats aber auch zu giinstig sein, d. h., dab die 
. oe 
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Komponenten unter diesen guten Verhaltnissen keine Symbiose e 
gingen. Der Erfolg blieb aber aus, auch die Zugabe von CaCl,, ‘Bn 
FeCl,, CuSO,, MnSO, und NH, Mo fiihrte nicht weiter. 

Nicht ausgeschlossen war, daB die Symbionten, besonders das farb- 
lose Innenbacterium, heterotroph leben wiirden, weshalb der wie be- 
schrieben variierten Lsg. A organische Substanzen und Wirkstoffe in 
verschiedenen Konzentrationen zugefiigt wurden. 


Dieses waren, einzeln und untereinander kombiniert: Essig-, Oxal-, Brenz- 
trauben-, Milch-, Apfel-, Glutaminsaure, Nicotinsaureamid, Cystin, Glykokoll und 
Glycerin (0,01—0,1%), Glucose, Galaktose, Pepton, Fleischextrakt, Vitabact, 
Albumin und Casein (0,1—1%), sowie Aneurin (107/100 ml) sterilfiltriert. Die 
iibrigen Wirkstoffe ee nicht in Frage, da sie in ye komplexen Substanzen vor- 
handen waren. Um méglichst natiirliche Verhaltnisse zu schaffen, wurde Teich- 
wasser sterilfiltriert, mit und ohne die erwahnten Zutaten, auf seine Hignung als 
Kulturmedium untersucht. Die Lésungen verschieden alter Anreicherungskulturen 
bzw. Reinkulturen der isolierten griimen Chlorochromatiumkomponente wurden. 
sterilfiltriert mit und ohne NaHCO, und Na,S sowie sterilem Schlamm verwendet. 

Agarschiittelkulturen nach van Nrex (193la) mit folgender Nahrlésung und 
organischen Zutaten wie Aneurin, Pepton 0,5% sowie Hefekochsaft 10% wurden 
angesetzt: 2 * 

Lésung B: NaCl0,05%; MgCl, 0,02%; NH,C10,1%; KH,PO, 0,05%; NaHCO, 
0,2%; NaS 0,1%; Agar 2% mit aad ohne Soblamtnt: px 6,8. Die Konzentrationen 
von NaHCoO,, Na,S coed pu wurden nach Bedarf variiert. Je 10 ml dieses Nahrbodens 
kamen nach dem Sterilisieren und Zugabe von NaHCO,, Na,S und Aneurin i in ein 
Reagensroéhrchen und wurden nach dem Beimpfen bei 45° C mit einer Mischung 
von Paraffin + Paraffinél 50:50 2 em hoch bedeckt. 


Alle Bemiihungen blieben ohne Ergebnis, so da ein anderer Weg 
eingeschlagen werden mubte. we 
Es wurde nunmehr mit der Baarsschen Nahrlésung fiir Sulfatredu- 
zierer, modifiziert nach BAUMANN u. Denk (1950) gearbeitet: 


Lésung C: K,HPO, 0,05%; NH,Cl 0,1%; MgSO,0, 25%; Na-Lactat 0,35% 5 
Moursches Salz 0 001%; pu 7,0. Hierbei war der Gesichtspunkt maBgebend, daB 
es sich bei den farblosen Innenbakterien von Chlorochromatium um Sulfatredu- 
zierer handeln kénne, die den fiir die griinen AuSenbakterien nétigen Schwefel- 
wasserstoff liefern, Die Chlorochromatien wurden sowohl in die unbehandelte Lé-— 
sung, als auch in eine solche gegeben, in der sich durch eingeimpfte Sulfatreduzierer 
bereits Schwefelwasserstoff entwickelt hatte, um so den Organismen eine evtl. 
bessere Startméglichkeit zu geben. Aus demselben Grunde wurde in einigen Fallen 
auch N aS 0,01% zugesetzt. Isolierte griine AuBenbakterien von Chlorochromatium 
wurden in eine Sulfatreduziererkultur geimpft, da die Méglichkeit bestand, da 
unter Umstiinden eine Symbiose mit den entsprechenden Bakterien bilden v 
damit die Theorie bestitigen wiirden. 


Da auch diese Versuche negativ endeten, wurden keine weite 
unternommen, Chlorochromatium als Ganzes vAN isolieren. | 


Bewegung inelltet Allmahlich wichen die Komponenten ite 2 er 
und bildeten meist unregelmiBige Zellhaufen (Abb. 1 u. 2). 4 
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Das Schicksal des farblosen Innenbacteriums konnte nicht sicher 
geklart werden, da es eine zu unspezifische Gestalt hatte, die nur mit 
-Mithe im Dunkelfeld an 2 Inhaltskérpern erkannt werden konnte. Aus 
diesem Grunde waren auch exakte Isolierungen mit dem Mikromani- 
pulator unméglich, zumal es nach der Trennung von den griinen Kom- 
ponenten teils aktiv, teils passiv fortgeschwemmt zu werden schien. 
Auch in Einzell-Kulturen konnte der Verbleib dieses schwer erkennbaren 
Bacteriums nicht geklart werden; es vermehrte sich offensichtlich nicht, 
da niemals farblose Bakterien festgestellt wurden. Bei den griinen Kom- 
ponenten konnte dagegen sicher beobachtet werden, daB sie in den 


é 
(v-'& 


Abb. 1 Abb. 2 
Abb. 1. Skizze der Auflésung von Chlorochromatium aggregatum 


Abb. 2. Chlorochromatium aggregatum. Vergr. 1250. Die griinen Komponenten sind zu Zellketten 
ausgewachsen 


-meisten Fallen zu Zellketten anwuchsen, tauschend ahnlich den Wuchs- 
formen der frei vorkommenden Chlorobiwm-Arten. Nebeneinanderliegende 
-Zellen wuchsen nicht selten zu Parallelketten aus (Abb. 2). Diese Beob- 
achtungen decken sich mit denen von UTERMOHL (1925). 


Zur Erzielung von Reinkulturen der griinen Aufenbakterien wurden die Chloro- 
chromatien aus der Anreicherung — in jungem Stadium zu dichten Lagern ver- 
sammelt — auf einen Objekttrager iibertragen und mit einer Capillare abgesogen. 
Nach dem Verdiinnungs- oder Burri-Verfahren (JANKE, ,Arbeitsmeth. d. Mikro- 
biol.“‘) wurden sie weiterverarbeitet. Zur Erzielung von Deckglaskulturen erwies 
sich eine Verdiinnungsreihe am vorteilhaftesten. Kinige Tropfen wurden auf sterile 
Deckglaser gebracht und diese auf hohlgeschliffenen Objekttragern mit Wachs luft- 
dicht befestigt. In der Héhlung des Objekttragers befand sich eine Na,S-Lésung, 
um vorhandenen Sauerstoff zu binden. Tropfen mit nur einer Zelle wurden gekenn- 
zeichnet und beobachtet. Die Burrische Methode bewahrte sich zur Herstellung 

yon Fliissigkeitskulturen in 75 ml Stépselflaschen. Die Tusche wurde mit der Lsg. 
A 1:10 verdinnt, der 10% ige Gelatineboden enthielt dieselben Chemikalien. 

~ Jam besseren Anwachsen der Bakterien erwies es sich als vorteilhaft, der Lésung 
soviel sterilen Schlamm zuzufiigen, daB der Boden des Glases gut bedeckt war. 


Aus den entwickelten Kulturen wurden Einzell- bzw. Einketten- 
Kulturen hergestellt, um evtl. eingeschlichene farblose Bakterien, die 


1 Es erscheint nicht ganz ausgeschlossen, daf die grine Komponente auf dem 
farblosen Innenbacterium parasitiert; doch konnten hierzu noch keine Versuche 


angestellt werden. 
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sich in diesem Substrat allerdings nicht vermehren k6énnen, sicher ent- 
fernt zu haben. Mikroskopisch und kulturell, anaerob und aerob in 
organischen Optimallésungen, konnte die Reinheit gepriift werden. 


Nach 2—3 Passagen mit Schlamm lieBen sich die Organismen auch ohne diesen 
in der gewohnten Lésung fortfiihren. Das erste sichtbare Anwachsen der Kulturen 
(griinliche Triibung des Wassers) dauerte bei den Einzell-Kulturen 3—6 W ochen. 
Zum Fortfithren der Stimme wurden 0,25—0,5 ml zellenhaltiger Lésung tiberimpft; 
hier konnte nach 2—4 Tagen erste Entwicklung festgestellt werden. Die Optima be- 
trugen fiir die Temperatur im Lichtkabinett 30°C, fiir den pp-Wert 6,8—7,0 ent- 
sprechend den Standortsbedingungen. Als Lichtquelle diente eine 40 W/220 V- 
Birne. Die Kulturen in Stdpselflaschen entsprachen den anaeroben Anforderungen 
der Organismen. Na, erwies sich in Konzentrationen von 0,059 am giinstigsten, 
NaHCO, in einer solchen von 0,1%. Die Bakterien vertrugen auch héhere Kon- 
zentrationen, namentlich von Na,S bis zu 0,59, doch wurde die Wachstums- 
geschwindigkeit dadurch stark herabgesetzt. 

NaCl 0,1%ig bewirkte eine geringe Entwicklungsbeschleunigung, wahrend 
Gaben von mehr als 1% das Wachstum im Gegensatz zu den Erfahrungen van 
Niets erheblich stérten. Die vorteilhafteste Zusammensetzung der Nahrlésung war 
also: Lsg. D: NaCl 0,1%; MgCl, 0,1%; KH,PO, 0,1%; NH,C10,1% ; NaHCO, 0,1% ; 
Na,S 0,05%; pu 6,8. Nach dem Auswachsen der Kulturen, was im Normalfalle 
8—10 Tage dauerte, wurden sie an einem kiihlen Ort bei gedimpftem Licht auf- 
bewahrt. Noch nach 8—10 Wochen konnten sie iiberimpft werden, ohne da8 die 
Tochterkulturen nennenswerte Entwicklungsverzégerungen zeigten. 


Fret vorkommende Chlorobakterien 


Entsprechend dem Verfahren zur Isolierung der griinen Chloro- 
chromatiumkomponente konnte auch hier vorgegangen werden. 


Die Zellen wurden méglichst rein vom Objekttriger entnommen und mittels des 
Tuschepunktverfahrens Einzell- bzw. Kinketten-Kulturen hergestellt. Temperatur- 
und py-Optimum, Zusammensetzung des Mediums und Fortfiihrung der Kulturen 
entsprachen vollkommen den Verhaltnissen bei den Chlorochromatiumkomponenten. 


b) Analyse 
1. Wachstumskurven 


Zur Aufstellung von Wachstumskurven bewihrte sich ein Lanan-Becherglas- 
colorimeter. Die 75 ml-Flaschen konnten hierin direkt beobachtet werden. Wahrend 
der Entwicklung wurden zweimal tiglich Messungen vorgenommen. Von jeder aus- 
gewachsenen Kultur mubte mit Hilfe bekannter Verdiinnungen eine neue Kichkurve 
aufgestellt werden, da sich die Brechung der Flaschen als sehr unterschiedlich er- 
wies. 

2. Stoffwechsel 

Die zu analysierenden Kulturen wurden in je einer 500 ml- und einer 75 ml- 
Stépselflasche unter den jeweiligen Versuchsbedingungen geziichtet. Die Lésung 
wurde bereits vor dem Einfiillen in die beiden Flaschen beimpft, damit gleiche Aus- 
gangsbedingungen herrschten. Die kleine Flasche diente dazu, mit Hilfe eines 
Lance-Becherglascolorimeters den Endpunkt des Wachstums festzustellen. Aus 
dem Inhalt der groBen Flasche wurden unmittelbar nach der Offnung 2x 100 ml zur 
CO,-Bestimmung entnommen. Der Rest wurde zur Erlangung der Trockensubstanz 


zentrifugiert und zuriickbleibende Fliissigkeit im Hinblick auf Nahrstoffreste und 
Stoffwechselprodukte analysiert. 
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Zur Bestimmung des CO, eignete sich vorziiglich die Apparatur nach van Nim 
(1931a): 50 baw. 100 ml des Untersuchungsmaterials wurden in einen Erlenmeyer- 
_ Kolben gefiillt. Dieser war durch einen zweimal durchbohrten Gummistopfen nach 
der einen Seite verbunden mit einer Waschflasche, konzentrierte Schwefelsaure ent- 
haltend, 3 Calciumchloridréhrchen, einem U-Roéhrchen mit K,CO, zum Auffangen 
des CO, und einem weiteren mit Calciumchlorid und Natronkalk. Nach der anderen 
Seite war an den Kolben eine Waschflasche mit 25°, iger Schwefelsaure umgekehrt 
angeschlossen, die ihrerseits mit einer weiteren Waschflasche voll Schwefelsaure 
und einem U-Rohrchen mit Calciumchlorid und Natronkalk zur Luftreinigung ver- 
bunden wurde. Durch Saugen wurde die 25% ige Schwefelsiure aus der umgekehrt 
angeschlossenen Flasche in den Kulturkolben gezogen und befreite hier das CO,, 
welches in das K,CO,-Réhrchen geleitet und adsorbiert wurde. 

Zam Nachweis nicht verbrauchter Apfelsiure bewahrte sich die Methode nach 
Barr (1948; siehe auch Parcn u. TRacEy, 1955), nach der Apfelsaure in Gegenwart 
von konzentrierter Schwefelsiure und Orcin zu Umbelliferonderivaten kondensiert 
wird; die Starke der Fluorescenz zeigt den Gehalt an Apfelsaure. 

Zur quantitativen Bestimmung des Malatgehalts wurden die Lésungen in einem 
LancGeE-Colorimeter mit UV-Lampe als Lichtquelle untersucht. An Hand von be- 
kannten Verdiinnungen konnten Hichkurven aufgestellt werden. Zunachst wurde 
das Gemisch zur Orientierung grob gepriift, dann konnte durch fortschreitende 
Hinengung des Substrats eine genaue Analyse vorgenommen werden. 

Auf andere im Stoffwechsel eventuell auftretende organische Saéuren wurden 
qualitative Nachweise gefiihrt. Die bei Bauer (1950) angegebenen Reaktionen 
dienten als Grundlage zum Nachweis folgender Substanzen: Brenztraubensaure. 
(mit 6-Naphtol in H,SO, konzentriert); Acetessigsiure (mit FelIC], oder Nitro- 
prussidnatrium); Milchsaure (mit H,SO, und Guajacollésung); Bernsteinsaure (mit 
NH, als Ammoniumsuccinat); Propion- und Hssigsaure (mit Lanthansalzen und 
Jod, Kakodylprobe); Ameisenséure (Ringprobe, mit Resorcin; bzw. Brom und 
Ba(OH),). Daneben wurden zum Nachweis organischer Sauren Papierchromato- 
gramme aufgenommen (ParcH u. TRAcEY, 1955). Als Losungsmittel dienten: 
n-Butanol / Ameisenséure 90% / Wasser (100/30/100) oder Amylalkohol / 5m 
Ameisensaure (1/1). Zum Entwickeln wurden Bromkresolfarben benutzt. Auf diese 
Weise sollten auch die durch die beschriebenen chemischen Reaktionen nicht er- 
faBten Sauren erkannt werden. Sulfat wurde mit BaCl, qualitativ nachgewiesen. 

Hine Kohlenstoffelementaranalyse fiihrte Dr. PruNnpT, Gottingen, aus. 

Zur Trockengewichtsbestimmung wurden die Bakterien abzentrifugiert und bei 
103°C getrocknet. 


3. Reservestoffe 


Zam Nachweis von Reservestoffen wurden die bei der Mikroskopie gebrauchlichen 
Methoden angewendet. Starke, Iogen, Glykogen: mit Lucorscher Lésung. Fette: 
mit Sudan III bzw. Naphtol + Dimethyl-p-phenylendiamin. Volutin: mit Methylen- 
blau und H,SO, 1%ig. 


4, Pigmente 


Die Pigmente lieBen sich quantitativ mit Methanol extrahieren. N ormalerweise 
konnte diese Lésung ohne weitere Behandlung spektrographiert werden, da die 
charakteristischen Linien im roten Bereich des Spektrums liegen, in dem anwesende 
Carotinoide nicht absorbieren; hierzu geniigte die Bakterienmasse aus abzentri- 
fugierten 200 ml-Kulturen. ; 

Fiir séulenchromatographische Farbstoffanalysen wurden die Bakterien aus 
21-Kulturen auf Kieselgur abgenutscht und weiterverarbeitet. Das chromato- 
graphische Verfahren nach SeyBoxp u. Here (1939) diente dazu, eine Priifung auf 
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eventuell vorhandene Komponenten des griinen Pigments vornehmen zu k6nnen. : 
Zur Erlangung des Phaeophytins wurde das Methanol vor der Extraktion mit Oxal- — 


oder Salzsiure versetzt. Zu den spektroskopischen Untersuchungen wurde ein 
ZeiB-Winkel-Handspektroskop benutzt. 


5. Zellzahl 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer direkt festgestellt. 


Ergebnisse 
a) Physiologie 
1. Stoffwechsel 


Als Grundlage aller Nahrlésungen fiir die stoffwechselphysiologischen 
Versuche diente das schon beschriebene Substrat nach vAN NrEL. Dazu 
wurde entweder NaHCO, und NaS bzw. Natriumthiosulfat gegeben 
oder organische Substanzen mit und ohne NaHCO,. Wie vermutet, ver- 
hielten sich die frei vorkommenden Formen wie Chlorobium limicola oder 
Ohl. thiosulfatophilum. Im Rahmen der angeschlossenen morphologischen 
Untersuchungen konnten diese auch eindeutig als solche identifiziert 
werden (S. 43—44 u. 46). Sie waren nicht in der Lage, organische Sub- 
stanzen abzubauen. Die Chlorochromatium-Komponente zeigte in an- 
organischem Substrat die gleichen Eigenschaften wie Chlorobium thio- 
sulfatophilum, d. h., sie wuchsen langsamer als CAl. limicola und konnten 
Thiosulfat statt Schwefelwasserstoff verwerten. Wahrend der Entwick- 
lung auftretender molekularer Schwefel wurde bei allen Staémmen zu 
Sulfat weiteroxydiert. 

Die Chlorochromatium-Komponente bendtigte, wie Chl. thiosulfato- 
philum, eine Entwicklungszeit von 8—10 Tagen, bei einer Ausbeute von 
80 mg Trockensubstanz je Liter und einer Zellzahl von rund 70 Mill. 
im Milliliter. Dabei war es gleichgiiltig, ob Schwefelwasserstoff oder 
Thiosulfat benutzt wurde. Chlorobium limicola war in 4—5 Tagen aus- 
gewachsen, die Trockengewichtsausbeute betrug 100—110 mg je Liter, 
die Zellzah| 100 Mill. im Milliliter. Die optimalen Werte bei allen Stiim- 
men waren: py 6,8; NaHCO, 0,1%; NaS 0,05% bzw. Na,8,0, 0,1%; 
die tibrigen Verhaltnisse entsprachen den auf S. 38 angegebenen. 

Bei orientierenden Vorversuchen gelang es, die Chlorochromatium- 
Komponente in organischem Substrat ohne Na,S und NaHCO, zum 
Wachstum zu bringen. Die Versuche wurden mit den in Tab. 1 wieder- 
gegebenen Stoffen ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse gelten jedoch nur fiir anaerobe Verhaltnisse unter 
LichteinfluB. Aerob, mit und ohne Licht, fand in keinem Falle das ge- 
ringste Wachstum statt. 

Mit der Chlorochromatium-Komponente konnte also erstmalig ein 
griines Bacterium gefunden werden, das, wie die Purpurbakterien, 
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Tabelle 1. Hignung organischer Substanzen als C- und H -Quelle 
fiir die Chlorochromatium-K omponente 


Se eee 


Trocken- Entwicklungs- * 
Substrat | substanz antor pa- Wert Konzentration 
| | mg/Liter in Wochen conse 2) 
Te ee pee eee 
BPVOI iets OL) 80 2 6,8 1,0 
Be IRCOSE Ips 5 el tS — 
Athanol . as 
Glycerin 20 1 6,8 0,1 
Apfelsiure. .... 80 2 6,8 0,1 
Bernsteinsaure . . . a | | 
Brenztraubensaure = | 
Buttersaure +2 2 7,0 0,1 
Citronensaure + 3 6,8 0,1 
Essigsiure. . . . . a 2 | 6,8 0,1 
Fumarsaure =e 4 | 6,8 0,1 
Milchsdure..... = | 
Mxalsiure .... . = | | 
Oxalessigsiure ... | _ | | 
meropionsaure ... . . 30 3 | 6,8 0,1 
Weinsdure..... — 


1 Nur mit NaHCo,. 
* Minimaler Wuchs, nicht meBbar, da sowohl die Bakterienmasse zu gering, als 
auch die Zellen am Boden des GefaBes angewachsen waren. 


organische Substanzen auf photosynthetischem Wege als C- und H- 
Quelle verarbeiten kann. 

Um einen tieferen Einblick in den heterotrophen Stoffwechsel dieses 
Organismus zu erlangen, wurden junge und ausgewachsene Kulturen 
einer eingehenden Analyse auf Stoffwechselprodukte und -bilanz unter- 
zogen (Tab. 2). Da die Bakterien lediglich in Pepton und Malat ein gutes 
Wachstum zeigten, konnten allein diese Substrate fiir die entsprechenden 
-Experimente in Frage kommen. Pepton ist allerdings seiner Zusammen- 
setzung nach zu unbekannt, so daf nur Malatkulturen fiir diese Unter- 
suchungen geeignet waren. 

AuBer CO, und nicht verbrauchtem Malat konnten keine weiteren 
Stoffwechselprodukte festgestellt werden. Nur in einer Kultur lieB sich 
eine Spur Ameisensiiure nachweisen. Die assimilierte Apfelsiure wurde 
praktisch vollstindig in Zellsubstanz und CO, umgewandelt. 26—28% 
des verbrauchten Malats konnten als CO, nachgewiesen werden (in beiden 
Fallen auf Chargen). 

_ Der Ertrag an Trockensubstanz iiberschritt 80 mg je Liter, entspre- 
chend einer Zellzahl von 70 Mill. im Milliliter, nicht, unabhaéngig davon, 
wieviel Malat zur Verfiigung stand. Bei geringeren Apfelséuremengen 
(0,01°%%) wurden diese vollstindig verarbeitet. Der dkonomische Koeffi- 
zient schwankte um den sehr hohen Wert von etwa 45. Der pa-Wert 
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der Lésungen anderte sich — 
= a0 Hn kaum, da, in Mol betrach-— 


tet, stets etwas mehr CO, 
entwickelt, als Saure ver- 


| Alter der 
Kultur, 
Tage 


ho 


Tabelle 2. Stoffwechselbilanz der Chlorochromatium-Komponente bei Malat als C-Quelle 


ae 12 = cS braucht wurde, auBerdem 
gs 2. % = 
6 i S x a wirkte der Phosphatgehalt 
: 2 : ss der ~Naihrlésung puffernd.— 
2 nN 12 Zahllose Passagen in Ma- | 
29 n 2 g 
ols * * ae = . 
4 oa oa lat geziichteter Organismen ~ 
ehet ___ konnten ohne wesentliche | 
r= Beeintrachtigungen wieder 
aan 12 > ; : : e 
sé . Sc = in mineralischen Lésungen 
e ON cs Ss wachsen und umgekehrt. 
Sua Dagegen wuchsen in Pepton 
3 8 ms = nur frisch isolierte Stamme | 
eis . 2 = . 
a” ag = = maximal. 
a= ie: 
23 2. Wach 
232 o oS a . Wachstum 
Sap R/nG 25S OF z 
A 8 re ex 90 Fr Um zu priifen, ob und 
re wie weit die Entwicklung 
4g N g ‘2° durch das organische Me- 
eg») 28 SA SS di tort oder geférdert| 
ako 2] 282 (33 (33 dium gestért oder gefordert: 
nl 
a8 8 os Lona o wurde, wurden Wachstums- 
kurven der Chlorochroma- 
fet; 2 2 20 tiwm-Komponente unter 
=| = * . 
2 x vi ~ normalen Kulturbedingun- 
gen, d. h., mit Na,S und 
E * 9 «a NaHCO,, als auch bei 
a tH SO Ne} : 
8 S telat woXk% wom verschiedenen Konzentra- 
& AL oS SSS was .. 
a = a tionen von Malat, aufge- 
s . 
8 stellt und mit denen der 
& 4SoN . = - 
82.1.8 ax a3 Chlorobium-Stimme — ver- 
© th g or ey reat iar * 
£4 oS eS ct as glichen (Abb. 3). 
Weitaus am besten wuchs 
Chlorobium limicola. Eine 
allmahlich aus der Lag- 
6 Phase aufsteigende Ent- 
28 wicklung zeigten Chl. thio- 
com S 16 2 sulfatophilum (in Abb. 3 
: 2 a nicht aufgenommen)  so- 
i ede g © wie die Chlorochromatium-_ 
on Oo o ° ic} ss - 5 
Sas S¢s 52s Komponente, unabhingig 
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davon, ob Sulfid oder Thiosulfat als Elektronendonator diente. Auch 
die Kurven der in 0,1%igem Malat gezogenen Kulturen zeigten einen 
ahnlichen Verlauf. Bei steigenden Apfelsiiurekonzentrationen wurde 
die Lag-Phase stark verlingert, ohne daB jedoch die Zellausbeute 
geringer wurde. Am schnellsten wuchsen die Bakterien in einer Malat- 
konzentration von 0,025°%, und iibertrafen in den meisten Fallen die in 
rein mineralischem Substrat gewachsenen Organismen gleicher Art. 


100 
3. Reservestoffe °, 


Zum Nachweis von Starke, 
Glykogen, Iogen, Fett und 
Volutin wurden die Bakterien 
wahrend ihres ganzen Wachs- 59 
tums untersucht. Keiner der 
genannten Stoffe lie sich 
nachweisen. Lediglich Schwe- 
feltropfchen konnten in jungen 
Kulturen beobachtet werden, ee 

: a 2 y C 8 70 72 Tage # 
sie verschwanden aber schnell 


<a A F vuilf Abb. 3. Chlorobium limicola (gestrichelte Kurve) 
wieder, da sie Zu Sul at Oxy- in Lsg. D. Chloromatiwm-Komponente (ausgezogene 


diert wurden, das sich quali- Kurven) in: a Malat 0,025%, b Lsg. D, c Malat 0,1%, 
d Malat 0,2%. Ordinate: Wachstumsgr6Be (bestimmt 


tativ nachweisen lieB. im LANGE-Becherglascolorimeter) in % des jeweiligen 
Endwachstums zum absoluten Endwert, vergl. 5. 38 


b) Morphologie, Pigmente 
1. Morphologie 

Die griine Komponente von Chlorochromatium aggregatum hatte sich 
auf Grund der physiologischen Untersuchungen als selbstaéndig lebens- 
fahiger Organismus erwiesen, der offensichtlich eine neue Art der Chloro- 
bakterien darstellt. In seiner niheren Beschreibung erwies sich eine ver- 
gleichende morphologische Untersuchung als notwendig. Um seine 
Gattung in der Familie der Chlorobakterien identifizieren zu konnen, 
muBten etliche Stimme von griinen Bakterien isoliert und deren Mor- 
phologie in Reinkultur untersucht werden, da die 6 Gattungen in BER- 
Grys Manual nur sehr unvollkommen beschrieben sind. Lediglich Chloro- 
bium wurde bisher rein geziichtet (neben Microchloris nadsonii von 
Prrvasuem, das dort noch nicht aufgefiihrt ist). Die anderen Gattungen 
sind allein auf Grund ihrer Kolonie- oder Symbioseform in Anreicherungs- 
kulturen spezifiziert. 

In eigenen Anreicherungskulturen konnten im Laufe der Entwicklung 
die unterschiedlichsten Wuchsformen festgestellt werden. Anfangs 
zeigten sich Horste mit kurzen Zellketten, spaiter waren es schleimige 
Lager regelmaBig oder wirr liegender Langstibchen. Daneben fanden 
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sich, haufig zu Knaueln verflochten, unregelmafig, teils korkenzieher- 
artig, gewundene Formen, ebenso wie kokkoide Organismen. Sie alle 
erwiesen sich bei starkster mikroskopischer Vergré8erung im Dunkel- 
feld als Ketten kurzstabchenartiger Zellen mit einem Durchmesser von 
0,7—0,9 « und einer Lange von 0,8—1,2 yw. Alle unterschiedlichen Ko- 
lonien wurden erfaft und isoliert beobachtet. 

Morphologisch konnten in Reinkultur unter gleichen Bedingungen 
keine Unterschiede der frei isolierten Chlorobakterien untereinander 
sowie gegentiber den Chlorochromatium-Komponenten festgestellt wer- 
den; lediglich ein Stamm variierte, er erwies sich als einzellige Cyano- 
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Abb. 4. Chlorobium limicola, Zellketten, Abb. 5. Griine Chlorochromatium-Komponente, 


2 Tage alt in Lsg. D. Dunkelfeld. 1250 x 5 Tage alt in Malat 0,1%. Schraubige Ketten, 1250 x 


phycee. Auf dem Boden der Kulturflaschen bildeten sich zunachst Horste 
der Chlorobakterien, die bald in eimen dicken Bodenbelag, der sich 
durch Schiitteln leicht auflésen lieB, ibergingen. Diese Ansammlungen 
setzten sich anfangs zusammen aus kurzen Ketten mit etwas gréBeren 
Hinzelzellen (Durchmesser 0,75—0,9 «1, Lange 0,9—1,1 w), die fortschrei- 
tend langer wurden und schraubige Windungen bildeten bei kleiner 
werdenden Einzelzellen (0,7—0,75 «/0,75—0,9 w)!. In Malat verhielten 
sich die Bakterien entsprechend (Abb. 4 u. 5). Mangelkulturen zeigten 
einen festen Bodensatz, der sich durch Schiitteln nicht aufwirbeln lieB. 
Er bestand aus kurzen, unregelmaiBig gebogenen Ketten, die Einzel- 
zellen waren relativ klein (0,6—0,7 «/0,7—0,8 jw). Die Farbe der aus- 
gewachsenen Kulturen war frisch in seitlicher Durchsicht gelbgriin, | 
von oben wirkte sie schmutzig-blaugriin. Mit zunehmender Autolyse 
ging das Griin in ein Gelb bis Braun iiber. In Agarréhrchen wuchsen die 
Kolonien in Diskusform mit einem Durchmesser von 0,5—2 mm. 
Gramfarbung in allen Entwicklungsstufen verlief negativ. 


2. Pigmente 
Die Angaben iiber die Pigmente der Chlorobakterien sind wider- 
sprechend, Wahrend Karz u. Wassink (1939) sowie LarsEN (1953) 
die Angaben von MrtzneEr (1922) bestitigen, wonach der Farbstoff der 


' Vgl. auch Abb. 8 bei van Niex (1931a) fiir Chlorobiwm limicola. 
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Chlorobakterien nicht mit dem Bacteriochlorophyll der Purpurbakterien 
identisch sei, geben PRINGsHEIM (1953) sowie SEYBOLD u. Hirson (1954) 
an, keine Unterschiede feststellen zu kénnen. Es war nicht Aufgabe der 
Arbeit, in diesen Streit einzugreifen, doch sind im Rahmen der ver- 
gleichenden morphologischen Untersuchungen Farbstoffanalysen vor- 
genommen worden, die wenigstens einen Vergleich der Farbstoffe der 
Chlorobakterien erméglichen muBten. 

Der in Methanol aufgenommene Farbstoff junger Kulturen wurde 
zunachst als Ganzes spektrographiert und dann durch Schiitteln mit 
Petrolather auf Carotinoide gepriift. Aus dem Extrakt der Chlorobiwm- 
Arten konnten nur geringste Carotinoidmengen isoliert werden, die 
Petrolatherfraktion war kaum sichtbar gefarbt, und im Spektroskop 
zeigte sich eine nur schwache Dampfung des Spektrums jenseits 500 uw. 
Eine totale Absorption in diesem Bereich war jedoch beim Chlorochro- 
matium-Extrakt zu beobachten, der stark gelb gefarbt war. 

Die spektroskopische Analyse des griinen Farbstoffs ergab, ohne 
Unterschied bei allen untersuchten Bakterien, Chlorobiwm-Arten wie 
griinen Chlorochromatiwm-Komponenten, eine kraftige Absorption bei 
660—680 my, die bei starker Verdiinnung auf 665—675 my zusammen- 
schrumpfte. Endabsorption in der blauen Region wurde bei 462 my 
gemessen. Zur niheren Charakterisierung wurde auBerdem das Phaeo- 
phytin untersucht, es zeigte folgende Banden: 


680—60 mu 620—10mu  590—80 mu 550—40 my 540 mu 
stark sehr schwach schwach sehr schwach Endabsorpt. 


Die Lésung dieses Produktes farbte sich stahIblau. Die Messungen decken 
sich eindeutig mit denen von Mrrzner (1922), Karz (1939) und LarsEN 
(1953)?. 

Besprechung der Ergebnisse 


Die Versuche, Chlorochromatium aggregatum zu isolieren, sind trotz 
Anwendung der verschiedensten Methoden gescheitert. Beim Einbringen 
in sterile Substrate liste sich das Konsortium in seine Bestandteile auf, 

die griinen Komponenten konnten selbstindig chlorobiumartig weiter- 
wachsen. Speziell fiir das farblose Innenbacterium muften offensichtlich 
ungiinstige Hinfliisse aufgetreten sein. Urrrmoat (1925) machte abnliche 
‘Beobachtungen und fiithrte diese Schadigung auf den Hinflu8 groBerer 


1 Zusatz bei der Korrektur. In einer neueren Arbeit weist GOoDWIN [Biochim. 
et Biophysica Acta 18, 309 (1955)] eindeutig das Vorhandensein des »,Chlorobium- 
chlorophylls‘ mit einer Hauptabsorption bei 660 mu nach und bestatigt damit 
die Ergebnisse von Metzner, Katz u. Larsen. In einer weiteren Verdffentlichung 
zusammen mit Lanp [Biochemic. J. 60, 17, (1955)] gibt er an, 80% der Caro- 
tine von 3 Chlorobium-Arten als y-Carotin gefunden zu haben. Leider fehlen 


Mengenangaben. 
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Sauerstoffmengen zuriick. Diese Deutung kann jedoch auf die vorliegen- 
den Ergebnisse nicht zutreffen, da stets unter anaeroben Bedingungen 
gearbeitet wurde. 

Die Reinkulturen aller isolierten Chlorobakterien, einschlieBlich der 
grinen Chlorochromatium-Komponente zeigten morphologisch das 
gleiche Bild, ebenfalls stimmten ihre Absorptionsspektren tiberein; bei 
Chlorochromatium fiel lediglich der héhere Gehalt an Carotinoiden auf. 
Physiologisch unterschieden sie sich einerseits durch die Fahigkeit, 
Thiosulfat anstatt Sulfid verwerten zu kénnen (auch Chlorochromatium 
gehort hierzu), andererseits war Chlorochromatium befihigt, organische 
Substanzen, besonders Pepton und Malat, als C- und H- Quelle verwerten 
zu kénnen. i 

Auf Grund dieser physiologischen Unterschiede muBte es sich hier um 


3 verschiedene Arten der gleichen Gattung handeln. Den ausfihrlichen ~ 
Beschreibungen von Larsen (1952, 1953) und BrokneLy (1952) ent-— 


sprechend, waren die isolierten freien Bakterien eindeutig mit Chlo- 
robium limicola baw. Chlorobium thiosulfatophilum identisch. 


Die Chlorochromatium-Komponente zeigte viele Parallelen zu Chl. — 


thiosulfatophilum, unterschied sich aber durch Fahigkeit zu hetero- 


tropher Lebensweise, was die Aufstellung einer neuen Art der Gattung | 


Chlorobium rechtfertigt. 
Als Name wird vorgeschlagen: 
»Chlorobium chlorochromatii n. sp.“ 


Zellen. Kurzstibchen- bzw. Kokkenform, 0,9—1,1 4/0,7—0,9 uu. Selten einzeln, 
meist in streptokokkenartigen Ketten, die mit Alter der Kultur linger werden und 
dann unregelmaBig gewunden sind. Unbeweglich. Ohne Endosporen. Gram-negativ. 

Farbe. Intensiv griin bis gelbgriin, iiberalterte Kulturen werden gelblich. 

Pigmente. Chlorobiumchlorophyll (Bacterioviridin) und Carotinoide. 

Wachstum. Lange Entwicklungsdauer (8—10 Tage). Zellen in Kultur 
schwebend, langsam absinkend, in Mangelkulturen haftenden Bodenbelag bildend. 

Physiologie. Obligat anaerob und photosynthetisch, fakultativ heterotroph. 
Oxydieren Schwefelwasserstoff bzw. Thiosulfat iiber molekularen Schwefel zu 
Sulfat. K6nnen organische Substanzen (Pepton, Malat) als C- und H- Quelle photo- 
synthetisch assimilieren. 

Vorkommen. In Faulschlamm und stagnierendem Wasser, Schwefelwasserstoff 
enthaltend. In Symbiose mit einem farblosen Bacterium als Chlorochromatium 
aggregatum (Chloronium mirabile). 


Die vorliegenden Beobachtungen, sowie die zahlreicher anderer 
Autoren (VAN Nie 1931 a, Larsen 1952, 1953, BicKNELL 1952 und 
PriInGsHEIM 1953), berechtigen zu einer starken Vereinfachung des 
Systems der Chlorobakterien auf 3 Gattungen: 

1. Chlorobium. Mit 3 Arten: Chl. limicola, Chl. thiosulfatophilum, 
Chl. chlorochromatii n. sp. 

2. Microchloris. Mit einer Art: M. nadsonii Pringsheim 1953. 


on 


re... 
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3. Clathrochloris. Mit einer Art: Cl. sulphurica Geitler u. Pascher 1925 
(Aphanothece sulphurica Szafer). 
__ Chlathrochloris ist charakterisiert durch ihre Fahigkeit, Schwefel zu speichern. 
Sie wurde bisher nur in den Schwefelquellen von Lwow-Polen gefunden. Hine 
genaue Untersuchung dieses Bacteriums ware erforderlich, speziell eine Pigment- 
analyse, da die Méglichkeit besteht, da es sich hier um eine Cyanophycee handelt. 
Pelodictyon ist zweifellos mit Chiorobiwm identisch und bei Chlorobacterium 
symbionticum, das mit Protozoen in Symbiose lebt, diirfte es sich ebenfalls um eine 
Chlorobium-Art handeln. Cylindrogloea bacterifera wird ein unter besonderen Um: 
standen zur Ruhe gekommenes Chlorochromatium sein, auch vAN NrEL weist in 
Berenys Manual (1948) darauf hin, da8 die griinen Bakterien dieser Symbiose mit 
denen von Chlorochromatium baw. Chlorobacterium identisch sein konnten. PRINGs- 
HEIM (1953) identifizierte pelogloea- und tetrachloris-ahnliche Organismen als Cyano- 
phyceen. 
Die Stellung der griinen Komponente von Chlorochromatium wurde in 
vorliegender Arbeit geklart. Folgender Schlissel zur Bestimmung der 


3 Gattungen der Chlorobacteriaceae wird vorgeschlagen: 


I. Bakterien ohne intracellulire Schwefelkugeln. 


a) Freilebend oder in Symbiose. Freilebend: Einzelzellen in 
Kokken- bzw. Kurzstabchenform, 0,7—0,9 u/0,9—1,2 w, meist in strepto- 
kokkenartigen Ketten. In Symbiose: Kurzstébchen- bzw. Stabchen- 

form, 0,7—0,9 /0,9—3,0 uw. Genus 1 CHLOROBIUM. 
. b) Freilebend. Einzelzellen in Stabchenform mit sehr kleimem Durch- 
messer 0,4 14/2,5—6,0 uw, meist einzeln. Genus 2 MIC ROCHLORIS. 


II. Bakterien mit intracelluliren Schwefelkugeln. Genus 3 CLA- 
TH ROCHLORIS. 


Die Pigmentanalysen, sowohl frischer Extrakte als auch der entspre- 
chenden Phaecophytine, zeigten eindeutig das Vorhandensein von 
Chlorobium-Chlorophyll, wie es als Bacterioviridin von METZNER (1922), 
Katz u. Wasstnk (1939) sowie Larsen (1953) beschrieben wurde und 
‘sich von dem Bacteriochlorophyll a der Purpurbakterien klar unter- 
-scheidet. PrrnasHErm (1953) sowie SryBoup u. Hirscu (1954) sehen da- 
gegen das Ohlorobiwm-Chlorophyll (Bacterioviridin) als Bacteriochloro- 
phyll b, ein Abbauprodukt des Bacteriochlorophylls a, an, und machen 
die Verwendung alten Materials dafiir verantwortlich. Da in vorliegen- 
dem Falle jedoch stets mit frischem Material gearbeitet wurde, ist diese 

Ansicht schwer vorstellbar. Eine weitere Erérterung kann jedoch unter- 
‘bleiben, da im Rahmen dieser Arbeit die Chlorophyllbestimmung nur 
eine sekundiire Rolle spielte, es sollte in erster Linie die Ubereinstimmung 
der Farbstoffe bei allen untersuchten Stémmen nachgewiesen werden}, 

Die Analysen der Malatkulturen ergaben, daB die Apfelsaure voll- 

standig zu Zellmaterial und Kohlensaure verarbeitet wurde. Andere 


1 Siehe auch Anmerkung S. 45. 


48 Ku. MecHsNneER: 


Stoffwechselprodukte konnten nicht nachgewiesen werden. Der dkono- 
mische Koeffizient war mit einem Wert von 45 bemerkenswert hoch. 

Es handelte sich hier also um einen vollstaéndigen oxydativen Abbau 
im Rahmen photosynthetischer Reaktionen, bei dem das Malat sowohl 
als Kohlenstoff- wie als Wasserstoffquelle diente. Entsprechende Bngeb- 
nisse erzielte MULLER (1953) mit mehreren Stammen von Thiorhodaceen. 
Die Menge der Kohlenséureaufnahme bzw. -abgabe brachte er in Ver- 
bindung mit dem Unterschied der Oxydationsspiegel zwischen Substrat 
und Zellmaterial. War dieser im Substrat héher, so fand eine Kohlen- 
siiureaufnahme statt, war er niedriger, eine Abgabe, wodurch ein kon- 
stanter Wert im Zellmaterial gewahrleistet war. Er fand folgende Quo 
Mol CO, 

Mol Substrat ° 
Butters. Milchs. Essigs. | Bernsteins. Apfels. 
— 0,74 + 0,29 + 0,17 + 0,70 + 1,22 


tienten fiir das Verhaltnis 


die mit den Oxydationswerten der entsprechenden Saéuren korrespon- 
dieren: Butters. < Milchs. u. Essigs. < Bernsteins. < Apfels. Der bei 
den vorliegenden Untersuchungen ermittelte Wert von 1,1 (Tab. 2, S. 42) 
weicht nicht wesentlich von dem MULLERs ab, was als Bestatigung seiner 
Theorie betrachtet werden kann. 


Da keine Zwischenprodukte des Stoffwechsels nachgewiesen wurden, 
gelang kein tieferer Einblick in den Weg der Apfelsdureassimilation. 
Bemerkenswert ist, daB praktisch in keinen anderen Saéuren des Citronen- 
sdurecyclus als Malat eine normale Entwicklung stattfand. Es erscheint 
deshalb duBerst fraglich, ob der Malatstoffwechsel von Chl. chlorochromatii 
diesem Schema folgt. 


Im Zusammenhang mit der Fahigkeit, in organischen Substanzen zu 
wachsen, scheint das Vorkommen gréferer Mengen von Carotinoiden 
bei Chl. chlorochromatii zu stehen. Nach einer alten Theorie vAN NIELS 
(1931b) sollen die Carotinoide als Sensibilatoren bei der Photosynthese 
organischer Stoffe dienen, wahrend, wie er weiter ausfiihrte, die mine- 
ralischen Elektrondonatoren den Wasserstoff praktisch von selbst frei- 
geben wiirden. Das griine Pigment diente seiner Ansicht nach nur zur 
Aktivierung der Kohlensiure. Er suchte damit das Verhalten der griinen 
Bakterien zu erkliren, die im Gegensatz zu den Purpurbakterien nicht 


in organischen Substraten assimilieren konnten. : 


Wenn sich auch die Anschauungen iiber den Mechanismus der Bak- 
terienphotosynthese, besonders in Hinsicht auf den Primirvorgang, 
namlich der Photolyse des Wassers, sehr gewandelt haben, so diirfte hier 
trotzdem der Schliissel des Problems liegen. Mit der Wasserspaltung 
kénnte im Rahmen der Lichtreaktion eine Dehydrierung des organischen 
Substrats parallel laufen. Quantenmechanische Untersuchungen | 
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Experimente in monochromatischem Licht, die im Rahmen vorliegender 
Arbeit leider unméglich waren, werden auf diesem Gebiete hoffentlich 
in naher Zukunft eine Klairung schaffen. 

Ein Vergleich der Wachstumskurven von Malatkulturen zeigt die 
schnellere Entwicklung in niederen Konzentrationen, was auf eine hem- 
mende Wirkung des Malats in gré8eren Mengen hinweist. van NIEL 
(1944) beschrieb die Zunahme der Toxitit von Fettsiuren mit wach- 
sender KettengréBe. 

Die Tatsache, daB geringe Malatkonzentrationen (0,025%) vorteil- 
hafter als das rein mineralische Substrat wirken, kénnte ihre Erklirung 
darin finden, da der Organismus auch unter natiirlichen Verhaltnissen 


die heterotrophe Lebensweise vorzieht. Das Eingehen in eine Symbiose 
mit einem heterotrophen Bacterium wiirde dadurch verstandlich, be- 


sonders, wenn man annihme, daB dieser ein fiir Chlorobiwm giinstiges 
Stoffwechselprodukt ausscheide!. 

Es bleibt zu wiinschen, daB es gelingen wird, Chlorochromatium aggre- 
gatum als Ganzes zu isolieren, denn nur auf dem Wege wird es méglich 
sein, das Wesen dieser Symbiose aufzuklaren. 

Herrn Prof. Dr. A. Rrppen méchte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und das 


groBe Interesse, das er dem Fortgang der Untersuchungen stets entgegenbrachte, 


herzlich danken. 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 


Zusammenfassung 


1. Trotz Anwendung der verschiedensten Methoden lie sich Chloro- 
chromatium aggregatum (Chloronium mirabile) als Ganzes nicht in Rein- 
kultur ziichten. 

2. Lediglich die griine Komponente des Konsortiums konnte isoliert 
werden. Sie erwies sich als selbstindig lebensfahiger Organismus, der 
morphologisch die gleichen Eigenarten wie Chlorobium zeigte. Physio- 
logisch verhielt sie sich einerseits wie Chlorobium thiosulfatophilum, 
andererseits war sie in der Lage, organische Substanzen anaerob auf 
photosynthetischem Wege vollstindig zu Zellmaterial und CO, zu assi- 
milieren. Andere Stoffwechselprodukte als CO, waren nicht nachzuweisen. 
Der 6konomische Koeffizient erwies sich mit etwa 45 als sehr hoch. Die 
schnellste Entwicklung fand in Malat 0,025% statt. 

3. Fir die griine Chlorochromatiwm-Komponente wird der Name 
,,Chlorobium chlorochromatii n. sp.‘ vorgeschlagen. 

4. Chlorobakterien der verschiedensten Wuchsformen in den An- 
reicherungen erwiesen sich als Chlorobiwm limicola baw. als Chlorobium 


thiosulfatophilum. 


1 Siehe auch Anmerkung S. 37. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 26 
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5. Pigmentanalysen simtlicher untersuchter Bakterien zeigten das 
Vorkommen des gleichen Pigments: Chlorobiumchlorophyll. Chl. chloro- 
chromatii n. sp. enthielt gréBere Mengen Carotinoide, Chl. limicola und 
Chi. thiosulfatophilum nur Spuren. 

6. Es wird vorgeschlagen, die Familie der Chlorobacteriaceae auf 
3 Arten: Chlorobiwm, Microchloris und Clathrochloris zu beschranken. — 
Ein Bestimmungsschliissel wird angegeben. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen) 


Uber die Fruchtkérperbildung von Coprinus lagopus 
bei verschiedenen Stickstofiquellen 


Von 
ELISABETH SCHELER-CORRENS 


(Bingegangen am 3. Oktober 1956) 


Die Fruchtkérperbildung von Pilzen héngt neben anderen Be- 
dingungen von der Anwesenheit bestimmter Stoffe im Nahrboden ab. So 
sind Untersuchungen von VODERBERG (1948) tiber den EinfluB des Sub- 
strates auf die Fruchtkérperbildung von Coprinus lagopus gemacht 
worden. Da nur halbsynthetische Nahrldsungen verwendet wurden, war 
also die Zusammensetzung des Nahrbodens nicht genau bekannt. 
BILLE-HANsEN (1953) beobachtete bei Coprinus sassii gute Frucht- 
korperbildung auf einem Maltose-KNO,-Agar, wahrend bei Verwendung 
von Asparagin als Stickstoffquelle die Fruchtkérperbildung ausblieb. Da 
Coprinus lagopus in einem vorlaufigen Versuch auf einem Maltose- 
Asparagin-Agar sehr viel besser fruktifizierte als auf der von BruE- 
HANSEN angegebenen Nahrldsung, schien uns eine eingehendere Unter- 
suchung iiber die fiir die Fruchtkérperbildung geeigneten Stickstoff- 
quellen von Interesse. Weitere Versuche waren geplant, als eine Arbeit 
von MADELIN (1956) tiber die Fruktifikation dieses Pilzes erschien. Das 
veranlaBt uns, unsere Ergebnisse jetzt mitzuteilen. 

Es wurden 3 Stiimme von Coprinus lagopus untersucht; 2 Stimme wurden selbst 
isoliert (C, und C,), der dritte stammt aus dem Bureau voor Schimmelcultures in 
Baarn (C;). Als Nahrlésung wurde die von BrntE-HANsEN benutzt, jedoch etwas 
modifiziert: 10 g Maltose; 0,5 g MgSO,; 0,44 g CaCl, ; 0,25 g KH,PO,; 0,086 g Stick- 
stoff in Form von KNO, oder Aminosduren; 50 ug Aneurin; 1000 ml H,O; 15 ¢ 
Agar. Die einzelnen Nahrbéden wurden auf das py 5—6 eingestellt. Die Kulturen 
wurden in Reagensglisern gezogen und in einem hellen, sonnenlosen Arbeitszimmer 
aufgestellt. Zur Auswertung wurden die Fruchtkérper ausgemessen und nicht © 
ausgewogen, da bei der Linge der Versuche (28 Tage) hiiufig beobachtet wurde, 
daB aus alten Fruchtkérpern wieder Mycel wuchs; Fruchtkérper und vegetatives 
Mycel waren also schlecht zu trennen gewesen. Da die Kulturen alle gleichmaBig im 
hellen Licht standen, traten bei den Fruchtkérpern keine Vergeilungserscheinungen 
auf, so daf sich die Liinge der Fruchtkérper als MaB der Fruchtkérperbildung recht 


gut verwerten lieB. 

Die einzelnen Aminosiiuren beeinfluBten sowohl die Ausbreitung des — 
Mycels wie auch seine Ausbildung. So wurde bei manchen Aminosiuren 
nur feinfiidiges Mycel im Agar gebildet, bei anderen gleichzeitig auch 


Luftmycel oder nur sehr iippiges Luftmycel ohne erkennbare Mengen 
von Substratmycel. 
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Auf folgenden Aminosaéuren traten keine Fruchtkérper auf: Phenyl- 
alanin, B-Alanin, Cystein und Methionin (sehr geringes Mycel); y-Amino- 
buttersaure, Threonin, Leucin, Isoleucin, Arginin, Harnstoff und Serin 
(gute Mycelentwicklung). 

Auf anderen wurde die Fruchtkérperbildung besonders geférdert. Tab. 1 
zeigt die durchschnittliche Anzahl der Tage bis zum ersten Auftreten 
der Fruchtk6rperprimordien, sowie als MaB der Fruchtkérperbildung die 
Gesamtlinge der gebildeten Fruchtkérper (in cm) dividiert durch die 
Anzahl der Kulturréhrchen (= FkI/R). 


Tabelle 1. Fruchtkérperbildung bei verschiedenen N-Quellen 
Erstes Auftreten von Fruchtkérperprimordien = Tage; Lange der 
Fruchtk6rper/Anzahl der Réhrchen = Fkl/R. (Mittelwerte aus 6 Parallelkulturen) 


‘ Glyko- i ATAc Glut- a2; 
Stamm | KNO, | ",) 4) | Alanin oie staan Valin anata Hafer- 

aaa LOM ible 21 Uhh: 12s len 7 joel 12 

Tage (igs Se van Vy een 8 Tl? Om 5 
Coat eet hy 25 ooh 24 oo 23 SE RCA 

Cet te? oa tA 20, | a8 wee rita 7,7 

FEIY/R Con 1,0. 1 0,3: 1 L442. 8.3 3,70) Pomoael0,2. |. 21.9 
(CF pall (OK ak UK a 23°) 4,1" '4,5 


1 Hier traten in anderen Versuchen Fruchtkérperprimordien auf, aber nie reife 
Fruchtkorper. 


In der Tabelle fallt zunachst die Tatsache auf, daB die verschiedenen 
Coprinus lagopus-Stimme sich gegeniiber den einzelnen Aminosauren 
recht verschieden verhalten. Doch la8t sich mit Sicherheit sagen, daB die 
beiden besten der gepriiften N-Quellen Asparagin und Glutaminsaure 
sind, bei denen fast dieselben Werte erreicht werden wie bei der Kontrolle 
mit natiirlichem Substrat (1° Haferflocken). Die Entwicklung des 
Mycels war gut bei denjenigen Aminosauren, die die Fruchtkorper- 
bildung forderten. 

Auch Mapetin (1956) hat mit Coprinus lagopus gearbeitet. Kr unter- 
suchte in einem Glucose-Nahrsalzagar verschiedene Stickstoffquellen 
und beobachtete bei Alaninzusatz Fruchtkérperbildung, dagegen blieb 
die Fruchtkérperbildung bei Zusatz von Harnstoff, Asparagin, Glykokoll 
und NaNO, aus. Ubereinstimmung zwischen Mave ins und unseren Er- 
gebnissen besteht fiir Alanin und Harnstoff. Dagegen fanden wir, daB 
Asparagin, Glykokoll und Nitrat fiir die Fruchtkérperbildung geeignete 
Stickstoffquellen sind, wenn auch die Werte bei den einzelnen Coprinus- 
lagopus-Stémmen differierten. Fur das Zustandekommen der unter- 
schiedlichen Befunde kénnten folgende Punkte eine Rolle spielen: Bei 
unseren Untersuchungen haben sich zwischen den 3 Stimmen zum Teil 
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erhebliche Differenzen in der Wirksamkeit der einzelnen Aminosauren 
und im Zeitpunkt des ersten Auftretens der Fruchtkérper ergeben. Die 
abweichenden Befunde Mape.ins kénnten daher auf anderen Eigen- 
schaften des von ihm verwandten Stammes beruhen. AuBerdem haben 
wir bei den Stoffen, bei denen sich Unterschiede in den Ergebnissen ge- 
zeigt haben, niedrigere Konzentrationen verwendet als MaDELIN. Ob- 
wohl Mapetin bei Alanin mit steigender Konzentration eine bessere 
Fruchtkérperbildung beobachtet hat, ist es nicht ausgeschlossen, da 
sich Asparagin, Glykokoll und Nitrat anders verhalten und héhere Kon- 
zentrationen hier schon Hemmwirkungen ausiiben. Und schlieBlich soll 
auf die unterschiedliche Kohlenstoffquelle hingewiesen werden; MapE- 
LIN hat Glucose verwendet, wir Maltose in gleicher Konzentration. DaB 
BILLe-HANSEN (1953) mit Asparagin bei Coprinus sassii keine Frucht- 
kérperbildung erhalten hat, liegt wohl daran, daB auch 6kologisch ver- 
wandte Coprinus-Arten anscheinend ein verschiedenes Nahrstoff- 
bediirfnis haben. 


Zusammenfassung 


An 3 Stémmen von Coprinus lagopus wurde die Fruchtkérperbildung 
in Abhangigkeit von der Stickstoffquelle untersucht. Bei Zusatz von 
KNO,, Glykokoll, Alanin, Asparagin, Asparaginsiure, Valin und Glut- 
aminsaure wurde Fruchtkérperbildung beobachtet; am _ giinstigsten 
wirkten Asparagin und Glutaminsiiure. Auf Phenylalanin, f-Alanin, 
Cystein, Serin, Threonin, Methionin, y-Aminobuttersdure, Leucin, 
Isoleucin, Arginin und Harnstoff traten hingegen keine Fruchtkérper auf. 
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(Aus der Biologischen Bundesanstalt fir Land- und Forstwirtschaft, 
Institut fiir Bakteriologie, Berlin-Dahlem) 


Die Isolierung phagensensibler Bakterien 
aus einer lysogenen Kultur von Bac. megaterium 


Von 
H. STOLP 


Mit 16 Textabbildungen 
(Hingegangen am 4. Oktober 1956) 


Der Versuch, Bakteriophagen (BPh) mit lytischer Aktivitat fiir eine 
ganz bestimmte Bakterienkultur zu isolieren, gelingt durchaus nicht in 
allen Fallen. Man ist normalerweise darauf angewiesen, von irgend- 
welchen Natursubstraten auszugehen, in denen die Anwesenheit des 
gesuchten Phagentyps vermutet wird. Ob die Bemithungen zu einem 
Erfolg fiihren, hingt weitgehend vom Zufall ab. ErfahrungsgemaB ist der 
natiirliche Standort des betreffenden Organismus auch die geeignete 
Phagenquelle. Vornehmlich aus Abwassern und Béden, aus Darminhalt 
und Fakalien, aus Gewebeexsudaten, Pflanzenteilen und tierischen 
Organen konnten im Laufe der Zeit fiir eine Anzahl von Bakterien BPh 
isoliert werden. Die so gewonnenen lytischen Systeme sind die materielle 
Grundlage fiir das Studium der Phagen-Wirt-Beziehungen geworden, 

Schon in den ersten Jahren nach der Entdeckung der Phagen wurde 
beobachtet, daB auch Bakterienkulturen selbst Phagen enthalten konnen, 
die fiir andere Stamme dieser Bakterien aktiv sind. Wir wissen heute, daf 
zwischen zwei verschiedenen Typen Bakteriophagen enthaltender Bak- 
terienstamme zu unterscheiden ist. Bei den sogenannten Tragerstammen 
(carrier strains) handelt es sich lediglich um ein Gemisch aus Bakterien 
und Phagen, die mit geeigneten Methoden voneinander getrennt werden 

‘konnen. Diesen stehen die eigentlich lysogenen Bakterienstamme gegen- 
iiber, bei denen jedes einzelne Bacterium — dies ist die allgemeine Kon- 
zeption — befihigt ist, BPh zu produzieren und die Eigenschaft fiir diese 
Potenz auf die Nachkommen zu tibertragen. Die echte Lysogenie besitzt 
damit genetische Kontinuitat. In einer lysogenen Kultur entstehen die BPh 
durch spontane Lysis einiger weniger Zellen. Ihre Existenz ist, genau 
wie in einem lytischen System, mit der Lysis erloschen. Die Phagen- 
produktion ist somit ein letaler ProzeB, und die lysogenen Individuen 
bleiben nur dann am Leben, wenn sie keine BPh produzieren. Der 
,echten Lysogenie“ wird die Phagenproduktion der Tragerstamme als 


, Pseudolysogenie** gegeniibergestellt. 
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Wiahrend die in lytischen Systemen produzierten BPh fiir den 
Bakterientyp aktiv sind, auf dem sie sich vermehren, erweisen sich die 
lysogenen Bakterien gegeniiber den Bakteriophagen, die sie selbst 
erzeugen, als immun. Der lysogene Charakter kann nur in solchen Fallen 
entdeckt und nachgewiesen werden, wo ein sensibler Teststamm dieser 
Bakterienart, ein sogenanntes ,,Indicatorbakterium”, zur Verfiigung 
steht. Die Gewinnung eines lysogenen Systems, bestehend aus dem pha- 
genproduzierenden und dem dazu gehérenden phagensensiblen Bakterien- 
stamm, ist ebenso wie die Isolierung von freien Phagen fiir irgendwelche 
vorgegebenen Bakterienkulturen ganz vom Zufall abhangig. So ist es zu 
verstehen, daB bislang nur wenige Systeme dieser Art entdeckt worden sind. 


Das Studium der lysogenen Bakterien hat unsere Vorstellungen tiber 
die Natur der BPh und tiber das Wesen der Virus-Wirt-Beziehung stark 
beeinfluBt. Die Ergebnisse und Probleme der Lysogenitatsforschung hat 
LworF (1953) in einem ausfiihrlichen Ubersichtsreferat behandelt. Um 
den mit der Materie nicht vertrauten Leser in dieses spezielle Gebiet der 
Phagenforschung einzufiihren, sollen fiir ein besseres Verstiandnis der 
Zusammenhange einige allgemeine Ausfiihrungen dem experimentellen 
Teil vorausgeschickt werden. Auf Angabe der jeweiligen Originalliteratur 
wird verzichtet. 


Die Phagen eines lytischen Systems — als klassisches Objekt seien die T-Phagen 
von Escherichia coli B genannt — werden als ,,virulent‘‘, die eines lysogenen Systems 
als ,,temperent‘* bezeichnet. Ein temperentes Phagenteilchen hat verschiedene 
Reaktionsméglichkeiten, wenn es mit einer sensiblen Bakterienzelle zusammentrifft. 
Die Infektion kann 1. produktiv sein. Das heiBt, sie fiihrt, wie bei der Infektion in 
lytischen Systemen, zur Lysis der sensiblen Bakterienzelle. Dadurch ist das Teilchen 
als BPh und lytisches Agens im eigentlichen Sinne iiberhaupt erst nachweisbar. Sie 
kann 2. reduktiv sein. Das heiBt, die empfindlichen Bakterienzellen iiberleben die 
Phageninfektion, inkorporieren das Phagenteilchen und werden dadurch selbst 
lysogen. Dieser ProzefS wird als ,,Lysogenisation‘’ bezeichnet. Lysogenisierte 
Bakterien besitzen nun ihrerseits die Fahigkeit, BPh des gleichen Typs zu produ- 
zieren und diese Potenz an die Tochterbakterien weiterzugeben. AuSerdem werden 
sie mit dem Erwerb des lysogenen Zustandes immun gegeniiber dem homologen, sich 
virulent verhaltenden Phagen. 


Durch die historische Entwicklung der Virusforschung bedingt sind wir daran. 
gewohnt, Viren ausschlieBlich als pathogene Partikel zu betrachten. Die Lyso- 
genisation von Bakterien zeigt aber, da8 Virus und Wirtszelle auch ein harmloses 
Verhaltnis eingehen kénnen. Wegen der sehr engen Beziehung zum Wirt darf ver- 
mutet werden, daB das genetische Material der Phagen dem ihrer Wirtszellen weit- 
gehend homolog ist. (Was uns berechtigt, Bakteriophagen als Virusteilchen anzu- 
sehen, kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht naher ausgefiihrt werden. Es 
sei nur bemerkt, daf} diese Auffassung in der angelsiichsischen Literatur mit der 
Bezeichnung ,,bacterial virus‘ ihren sprachlichen Ausdruck gefunden hat.) 


Von theoretischer und auch praktischer Bedeutung ist die Beobachtung, daB mit 
dem Lysogenwerden nicht allein die spezifische Immunitat, sondern auch bestimmte 
andere physiologische Kigenschaften, die fiir das phagenproduzierende Bacterium 
charakteristisch sind, auf das sensible Bacterium iibertragen werden kénnen. So wurde 
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bei Corynebacterium diphtheriae ein interessanter Zusammenhang zwischen Lyso- 
genitét und Toxinbildung entdeckt. Wenn eine iiberstandene Phageninfektion 
die Immunitat gegeniiber dem homologen virulenten Phagen und bestimmte 
physiologische Eigenschaften erblich fixiert, so wird hierdurch offensichtlich, daB 
die Lysogenie genetischen Charakter besitzt. Kreuzungsexperimente mit lysogenen 
und nicht-lysogenen Bakterien haben weitere Beweise fiir die Richtigkeit dieser 
Auffassung erbracht. 

Obwohl ,,jede“ Zelle einer lysogenen Kultur potentiell eine Phagenquelle dar- 
stellt, lysieren spontan nur sehr wenige Bakterien, wie schon erwahnt wurde. Fiir 
einen gegebenen lysogenen Stamm ist das Verhaltnis von Phagen zu Bakterien 
meist charakteristisch. Durch verschiedene physikalische Mafnahmen (z. B. 
Réntgen- oder UV-Bestrahlung) sowie durch die Behandlung mit bestimmten 
chemischen Substanzen kann bei sogenannten induzierbaren Bakterien unter 
geeigneten Bedingungen eine verstirkte Lysis erzwungen werden. Es sind jedoch 
auch nicht-induzierbare lysogene Bakterienstamme bekannt. Bemerkenswert ist die 

- Tatsache, daB induzierende Agentien meist auch mutagen und carcinogen wirken. 
Im grofen und ganzen verlauft die Phagenvermehrung nach der Induktion lyso- 
gener Bakterien wie die Produktion virulenter Phagen in lytischen Systemen. 
Gewisse Unterschiede bestehen in chemisch-enzymatischer Hinsicht. 

Die lysogenen Bakterien sind lediglich gegeniiber dem homologen Phagen, mit 
dem sie ,,symbiontisch“ infiziert sind, immun, kénnen ihrerseits aber von virulenten 
Phagen eines anderen Typs infiziert und lysiert werden. 

Ob ein temperentes Phagenteilchen lysierend oder lysogenisierend reagiert, wenn 
es mit einer sensiblen Bakterienzelle zusammentrifft, ist im wesentlichen abhangig 
von dem physiologischen Zustand der Bakterienzelle zum Zeitpunkt der Infektion. 
Die lytisch wirkenden Phagen stellen gewissermaBen die virulente und destruktive 
Phase dar und entsprechen, rein formal, der krankheitserregenden Phase pflanz- 
licher und tierischer Viren. 

Durch mechanische Zertriimmerung oder Auflosung lysogener Bakterienzellen 
mittels Lysozym lassen sich keine infektiésen Partikel gewinnen. Die lysogene 
Potenz wird also in der Form einer nicht-infektiésen Struktur iibertragen, fiir die die 
Bezeichnung ,,Prophage“ gebrauchlich ist. Der Prophage verhalt sich wie ein zu der 
Zelle gehorender Bestandteil, kann aber aus den Korrelationen herausgerissen und 
zu einem destruktiven Element werden, das die Lysis der Zelle verursacht. Welches 
Einzelindividuum in einer lysogenen Population ,,zufallig“‘ dieses Schicksal erleidet, 
ist genau so wenig vorherzubestimmen wie das Auftreten einer bestimmten Mutation. 


Einer beliebigen Bakterienkultur kann nun ohne weiteres nicht an- 
gesehen werden, ob sie lysogen ist oder nicht. Damit erhebt sich die 
Frage, ob nicht iiberhaupt jede Bakterienkultur lysogen ist, und ob nicht 
eine vorhandene lytische Potenz allein wegen des Fehlens der fiir ihren 
Nachweis notwendigen Indicatorbakterien verborgen bleibt. Um dieses 
Problem iiber die spekulativen Betrachtungen hinaus der experimentellen 
Bearbeitung zuginglich zu machen, wurde eine Methode entwickelt, mit 
der es gelungen ist, phagensensible Bakterien aus einer lysogenen 
Bakterienkultur zu isolieren und so zu einem kompletten lysogenen 
System zu kommen. Dariiber soll im folgenden berichtet werden. Das 
Ziel weiterer Untersuchungen wird die Klarung der Frage sein, ob mit der 
entwickelten Technik eventuell latent vorhandene lysogene Beziehungen 
in beliebigen Bakterienkulturen entdeckt werden kénnen. 


.o 6) 
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or 


Material und Methoden 
A) Ndahrsubstrate 
1. Nahrboden (NB) A 
Aqua dest. 1000 ml; Nutrient broth (Difco) 8 g; Casamino acids (Difco) 5 g; 
Yeast extract (Difco) 1g; Ca(NO,),° 4 H,O 200 mg; FeSO,-7 H,O 10 mg; MnSO,- 
H,O 10 mg. — Verwendet fiir: a) Schragagarkulturen (1,9% Agar); b) Ausstrich- 
platten (1,9% Agar) ; c) Oberschicht 
bei Plaquetesten nach der Doppel- 
schichtmethode (0,894 Agar). 


Petrischa/se 


i | eae ee DOOR Od eee 
Aqua dest. 1000 ml; Nutrient 
broth (Difco) 8 g. — Verwendet fiir: 
Unterschicht (Tragerschicht) bei 
Plaquetesten nach der Doppel- 
schichtmethode (1,9°% Agar). 


c| Bakterien-oder B) Organismen 
SPCR 1. Bac. megaterium 899 (H*)o ly- 
sogen, induzierbar, sporenbildend. 
2. Bac. megaterium Mutilat (als 
Indicatorstamm)  sensibel und 
asporogen!. 
{ PreBlutt Die lysogene Kultur wird im fol- 


Abb. 1. Anordnung fiir das Bespriihen von Nahrbéden genden als M 1, der dazugehdrige 
mit Bakterien- oder Phagensuspensionen (schematisch) | Indicatorstamm als M 2 bezeichnet. 


C) Kulturmethoden 

1. Die beimpften Nahrsubstrate wurden bei 28° C bebriitet. 

2. Durchfiihrung der Plaqueteste nach der Doppelschichtmethode: 0,5 ml einer 
Suspension sensibler Bakterien (etwa 10!° Organismen, Abschwemmung einer 
20—24 Std alten Schragagarkultur) wurde auf die etwa 2 mm starke Tragerschicht 
(NB. C) in Petrischalen itiberfiihrt. Nach Zugabe von 0,5 ml der phagenhaltigen 
Lésung (Phagenkonzentration so bemessen, daf sich Einzelplaques ausbilden 
konnten) wurden Bakterien und Phagen mit 3—4 ml Nahragar (NB A, Agar- 
konzentration 0,8%) gut durchmischt. 

3. Durchfiihrung der Sprithteste mit Zerstaubern, wie sie fiir Inhalationszwecke 
benutzt werden. Die extrem feine Verteilung des Materials, die einer Vernebelung 
gleichkommt, fiihrt zu einem sofortigen Antrocknen. Dadurch wird verhindert, daB 
besprithte Bakterienkolonien ineinander verlaufen. Um beim Verspriihen von 
Bakterien- oder Phagensuspensionen eine Verseuchung des Laboratoriums zu 
verhindern, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die Spriiheinrichtung in einem 
Abzug unterzubringen. Mit der in Abb. 1 schematisch dargestellten Anordnung 
konnten Fremdinfektionen weitgehend verhindert werden. 

4. Sterile Filtration von phagenhaltigen Lésungen mit Membranfiltern Nr. 6 
(Membranfilter-Ges., Gottingen). Die Phagen-Stammlésungen wurden im Kis- 
schrank bei 4° C aufbewahrt (eingeschmolzen in Ampullen). 


1 Herrn Prof. Dr. Lworr vom Pasteur-Institut, Paris, danke ich fiir die Uber- 
lassung der beiden Kulturen. 
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Ergebnisse 

Die lytische Wirkung einer lysogenen Kultur la8t sich mit denselben 
Methoden demonstrieren, wie sie fiir den Nachweis von freien Phagen- 
teilchen benutzt werden. Beimpft man einen festen Nahrboden gleich- 
zeitig mit lysogenen Bakterien (in geringer Zahl) und sensiblen Bakterien 
(im UberschuB), dann bilden sich in dem entstehenden Bakterienrasen 
kreisrunde lytische Bezirke aus, die in ihrem Zentrum die Entwicklung 
einer Mikrokolonie erkennen lassen. Diese zentrale Kolonie reprisentiert 
die Nachkommenschaft einer an der betreffenden Stelle auf dem Agar 
(oder bei Anwendung der Doppelschichtmethode in dem Agar) fixierten 
lysogenen Zelle. Wahrend ihrer Entwicklung werden in der lysogenen 
Population durch spontane Lysis einzelner Bakterien Phagen frei. Sie 
diffundieren in die Umgebung und leiten beim Zusammentreffen mit den 
in groBer Zahl vorhandenen sensiblen Bakterien die Plaquebildung 
(Lochbildung) ein. Sind in der fiir den Test benutzten Suspension 
lysogener Bakterien freie Phagenteilchen vorhanden (dies diirfte nor- 
malerweise der Fall sein, wenn die Bakteriensuspension nicht besonders 
von exogenen Phagen befreit worden ist), dann treten in dem Bakterien- 
rasen zusatzlich ,,normale*‘ Plaques auf, bei denen die zentrale Kolonie 
fehlt. 

Es leuchtet ein, dafi mit dieser fiir den Nachweis der lysogenen Be- 
ziehung tiblichen Methode nicht zu entscheiden ist, ob in der lysogenen 
Population Bakterien vorkommen, die keine lytische Aktivitét dem 
Indicatorstamm gegeniiber besitzen. Solche Bakterien werden mit ihrer 
Nachkommenschaft Bestandteil des Bakterienrasens und missen 
zwangslaufig unerkannt bleiben. Durch eine zeitliche Trennung der 
Beimpfung des Nahrbodens mit den zu diesem Test gehdrenden beiden 
Reaktionspartnern ist das Problem auf einfache Weise zu losen. Dies war 
der Ausgangspunkt fiir die nun folgenden Versuche. 

Wird eine Bakterienaufschwemmung von M J fraktioniert ausge- 
strichen und den Bakterien Gelegenheit gegeben, sich zu Kolonien zu 
entwickeln, dann kann durch nachtrigliche Beimpfung mit M 2 gepriift 
werden, ob die zur Entwicklung gekommenen Kolonien insgesamt 
lysogen sind oder nicht. Abb. 2 (links) zeigt das Ergebnis eines derartigen 
Versuchs: Die Kolonien sind in diesem Fall ausnahmslos von einer 
lytischen Zone umgeben; normale Plaques, entstanden durch die Wirkung 
auf der Platte fixierter freier Phagen, sind gleichfalls zu erkennen. Wird 
eine Sporensuspension von M 7 abgekocht und in entsprechender Weise 
getestet, dann fehlen die von freien Phagen gebildeten Plaques. Durch die 
Hitzebehandlung werden exogen vorhandene Phagen inaktiviert, und nur 
die phagenproduzierenden Kolonien kommen zur Wirkung (Abb. 3). 

Bei der Durchfiihrung einer gréBeren Anzahl derartiger Teste konnte 
nun festgestellt werden, daB vereinzelt Kolonien auftreten, bei denen die 
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lytische Wirkung fehlt. Ihre nihere Untersuchung ergab, daB es sich 
meist um sensible, teils aber auch um resistente Bakterien handelte 
(GréBenordnung 1:10!, stark abhingig von der Vorgeschichte der 


lysogenen Kultur). 


Abb. 2. Links: Fraktionierter Ausstrich von M J, nach 24 Std bespriiht mit M 2. 
Rechts: Fraktionierter Ausstrich von M 2, nach 24 Std bespriiht mit M 1-Filtrat 


Da bei den bisherigen Versuchen das komplette System, also Phagen- 
produzent und Indicatorstamm, fiir die Isolierung nichtlysogener 
Bakterien zur Verfiigung stehen muBte, wurde im weiteren Verlauf 
gepriift, ob nicht auch ohne Indicatorbakterien eine Isolierung der in der 
lysogenen Kultur vereinzelt vorkom- 
menden sensiblen Bakterien méglich 
ist. In einem Modellversuch wurde 
zunichst festgestellt, da Kolonien 
sensibler Bakterien (fraktionierter 
Ausstrich von M 2, Abb. 2 rechts) 
» Frabstellen aufweisen, besonders 
an den Randern der im Wachstum 
befindlichen Kolonien, wenn sie mit 
dem (bakterien)-sterilen Filtrat von 
M I im geeigneten Entwicklungs- 
stadium bespriitht werden. Wird die 
nachtraigliche Beimpfung von M 2 
mit den lysogenen Bakterien (JV 7) 
Abb. 3. Fraktionierter Ausstrich von M 1- selbst durehgefiihrt (an Stelle des Fil- 
Sporen + ta hepa Pte nach trats), dann ergeben sich im Prinzip 

die gleichen Erscheinungen. Die emp- 
findlichen Kolonien werden zum Teil véllig lysiert, oder es bleiben an den 
Randern aufgeléste Koloniefragmente erhalten (Abb. 4). Da sich das Er- 
kennen sensibler Kolonien mit Hilfe dieses ,,reziproken‘‘ Testes grund- 


Die Isolierung phagensensibler Bakterien aus einer lysogenen Kultur 61 


satzlich als méglich erwies, wurden M 7-Ausstrichplatten mit dem Filtrat 
der eigenen Kultur bespritht und die in ihrer Form veranderten Kolonien 
isoliert. Auf diesem Wege gelang es, aus verschiedenen Ansatzen etwa 50 
sensible Kulturen zu gewinnen. Ein Beispiel zeigt Abb. 5: Der Rand einer 


Abb. 4, Fraktionierter Ausstrich von M 2, nach 24 Std bespriiht mit M1 


Kolonie (Mitte rechts) lat an mehreren Stellen Ausbuchtungen erkennen. 
Durch fraktionierten Ausstrich gelingt es meist sehr schnell, die freien 
Phagen aus der ,,angefressenen’ Kolonie zu eliminieren. Bei sporen- 
bildenden Bakterien ist die Befreiung von exogenen Phagen am einfachsten 
durch Hitzebehandlung zu erreichen. 
Treffen die aufgespriihten Phagen- 
teilchen direkt auf eine noch im 
Wachstum befindliche Kolonie, dann 
lassen sich gelegentlich auch wohl- 
ausgebildete Lochzonen beobachten 


(Abb. 6). 


Abb. 5. Fraktionierter Ausstrich yon Mi,nach Abb. 6. Versuchsanordnung wie in Abb. 5. Aus- 
24 Std bespriiht mit Filtrat von M 1-Kultur bildung lytischer Bezirke in sensiblen M 1-Kolonien 


Wahrend der Mutilat-Stamm (J 2) sporenlos ist und langfadige Zellen 
bildet, ist die Mehrzahl der mit dem ,,reziproken™ Test isolierten sen- 
siblen Kulturen sporenbildend, wie M 7 (Abb. 7). Allein diese Tatsache 
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darf als Beweis dafiir angesehen werden, daB es sich bei den Experimen- 
ten nicht um die Isolierung von solchen sensiblen Zellen gehandelt haben 
kann, die auf irgendeine Weise von der M 2- in die M 1-Kultur gelangt 
sind. Da Verunreinigungen der Ausgangskultur nicht in Betracht 


Abb. 7. M1, M2, M7? VergriBerung: 500 x , Phasenkontrastaufnahme 


kommen, ergibt sich weiterhin aus der Tatsache, daB sich die isolierten 
sensiblen Bakterien im Verhalten gegeniiber freien Phagen unter- 
scheiden, worauf gleich zuriickzukommen sein wird. 

Wird eine lysogene Kolonie von 7, die sich aus einer einzelnen Spore 
entwickelt hat, aufgeschwemmt und das Filtrat der Suspension gegen M 2 
getestet, dann ergibt sich bei geeigneter Phagenverdiinnung eine mit 
Kinzelplaques besite Platte (Abb. 8 links). Die von den einzelnen 
Phagenteilchen hervorgerufenen Plaques sind in ihrer Morphologie weit- 


Die Isolierung phagensensibler Bakterien aus einer lysogenen Kultur 63 


gehend einheitlich. Die gleiche Phagenmenge ergibt jedoch unter ent- 
sprechenden Testbedingungen auf 2 sporenbildenden, aus MV / isolierten 
sensiblen Bakterienstimmen (M 7 und M 30) Unterschiede in Plaque- 
zahl und -gréBe gegeniiber M 2 (Abb.8 Mitte und rechts). Worauf das 


Abb. 8. Plaquetest mit gleicher Phagenmenge (M 1-Filtrat) auf M2 (links), 177 (Mitte), M30 (rechts) 


unterschiedliche Verhalten hinsichtlich der Plaquezahl (im englischen als 
, efficiency of plating‘ bezeichnet) beruht, wurde nicht weiter untersucht. 

Bemerkenswert ist nun die Beobachtung, daB das Filtrat einer M 1- 
Kultur in bezug auf die produzierten Phagen uneinheitlich wird, wenn die 
noch nicht versporten Bakterien im Abstand von 24 Std fortlaufend tiber- 
impft werden. Nach der 
21. Passage ergaben sich 
die in Abb. 9 festgehaltenen 
Verhaltnisse. Es traten 
3 Plaquetypen nebenein- 
ander auf: 

1. groBe Plaques (A- 
Phage), 

2. groBe Plaques mit in- 
nerem Hof (B-Phage), 

3. kleine Plaques (C- 
Phage). 


Die3 Phagenty pen lassen Abb. 9. Plaquetest auf M2 mit M 1-Filtrat 
sich rein weiterztchten, A (aus 21. Passage auf NB A) 


und B spalten den Typ C 

relativ haufig ab, C selbst ist dagegen stabil (Abb. 10, 11, 12). Ob 
die Phagen fiir die verschiedenen Plaquetypen bei der Lysis lysogener 
Zellen direkt frei werden, oder ob sie erst bei der Vermehrung auf den in 
der Kultur befindlichen, sensibel gewordenen Zellen als Mutanten auf- 
treten, kénnte durch die Analyse zahlreicher Einzelwiirfe (single bursts) 
von induzierten lysogenen Zellen geklart werden. Dal die Bakterien einer 
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lysogenen Population in der Lage sind, auf Grund eines Mutations- 
schrittes verschiedene Phagentypen zu produzieren, war zu erwarten und 
lie8 sich auch im Verlauf der Untersuchungen an einem Einzelfall 


demonstrieren. 


Abb. 10. A-Phage, getestet auf M2 Abb. 11. B-Phage, Abb. 12. C-Phage, 
getestet auf M2 getestet auf M2 


Auf einer Testplatte (fraktionierter Ausstrich von J / aus 21. Passage 
auf NB A, bespriiht mit M 2) war eine einzelne Kolonie bis auf einen 
kleinen lytischen Bezirk durch die Ausbildung einer diffusen Zone aus- 
gezeichnet (Abb. 13). Sie wurde isoliert und nach fraktioniertem Aus- 
strich erneut gegen M 2 
getestet. Das Ergebnis: 
Keine geschlossenen, son- 
cern nur sektorartige ly- 
tische Bezirke um die ein- 
zelnen Kolonien (Abb. 14). 
Das Filtrat dieser Kultur 
zeigt im Test gegen M 2 
einen neuen Plaquetyp, der 
dem des B-Phagen ahnlich 
ist, sich aber durch die 
ausgesprochen diffuse Aus- 
bildung der Plaques unter- 
scheidet (Phage D). In der 
GroBenordnung von etwa 
1° treten virulente Mu- 
tanten auf (Phage E), die 
unbehofte klare Plaques 


Abb, 13, Fraktionierter Ausstrich von M17, nach 24 Std bilden und aut deren W at 
bespritht mit M2 — lysogene Variante von M 1 kung die Entstehung der 
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lytischen Sektoren beruht (Abb. 15). Es war auffallend, daB diese 
M 1-Variante nach einigen Passagen auf NB A zahlreiche nichtlysogene 
Bakterien (Gré8enordnung einige Prozent) in der Kultur enthielt, die 


Abb. 14. Fraktionierter Ausstrich der lysogenen M1-Varianten, nach 24 Std bespriiht mit M2. 
Ausbildung lytischer Sektoren 


sich bei naherer Untersuchung ausnahmslos als sensibel erwiesen 
(Abb. 16 links; rechts zum Vergleich die Wirkung der normalen M 1- 


Kultur, fraktionierter Aus- 
strich von M 1-Sporen). 

AbschlieBend mag noch er- 
wahnt werden, daB die Sporen- 
bildung mit der Lysogenitat 
an sich nichts zu tun hat. Von 
dem  sporenbildenden _ lyso- 
genen M 1-Stamm ausgehend 
konnten sporenbildende und 
vereinzelt auch asporogene 
sensible Kulturen isoliert wer- 
den. Umgekehrt war es mog- 
lich, durch Lysogenisation 
sporenlose sensible Kulturen 
in sporenlose lysogene zu tiber- 
fiihren. Daf in dieser Be- 
ziehung kein Zusammenhang 
besteht, darauf wurde auch 
schon von Lworr (1953) hin- 
gewiesen. 

Arch. f. Mikrobiologie, Bd. 26 


Abb. 15. Plaquetest auf M2 mit Filtrat der lysogenen 
M1-Varianten. —> Plaque von virulenter Mutante 
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Diskussion 


Wenn in der Nachkommenschaft einer lysogenen Zelle vereinzelt 
Bakterien auftreten, die sich als nicht-lysogen erweisen, ihre Immunitat_ 
gegentiber dem homologen Phagen verloren haben und damit sensibel 
geworden sind, dann kénnen diese Bakterien nur durch den Verlust oder 
durch eine permanente Anderung des ,,Prophagen“ entstanden sein. Es 
handelt sich um einen ProzeB, der in seinen Konsequenzen die Umkehr 
der ,,Lysogenisation®’ bedeutet und als ,,De-Lysogenisation™ bezeichnet 


Abb. 16. 
Links: Lysogene M J-Variante, bespriiht mit M2. Rechts: MJ (Sporensuspension), bespriiht mit M2 


werden kann. (Die sensibel gewordenen Zellen wiren entsprechend ,,De- 
Lysogenanten.) Wahrend bei nicht-lysogenen, sensibel gewordenen 
Bakterien die spontane Riickkehr in den lysogenen Zustand bislang nicht 
festgestellt worden ist, liegen itiber den Verlust des lysogenen Charakters 
einer Bakterienkultur einige Beobachtungen vor. EHRLICH u. KNIGHT 
(1951) berichten, dai die Lysogenitit eines bestimmten Stammes von 
Bac. megaterium bei der Kultivierung auf glucosehaltigem Substrat 
verloren ging, waihrend der lysogene Zustand bei anderen Stiimmen unter 
den gleichen Bedingungen erhalten blieb. CLARKE (1952) gelang es, eine 
lysogene Kultur auf Ca-freiem synthetischen Nihrsubstrat durch tig- 
liches Uberimpfen nach der 61. Passage in eine sensible Kultur zu iiber- 
fiihren. Die Uberpriifung einzelner, willkiirlich isolierter Kolonien aus 
einer schnell wachsenden Kultur ergab, daB vereinzelt sensible Bakterien 
vorkommen. Dr Cario, SARLES u. KNIGHT (1953) stellten fest, daB Bac. 
megaterium, Stamm 1/0, im Gegensatz zu dem phagenanfilligen Stamm 1 
nicht auf synthetischem Niihragar mit Serin oder Glykokoll als einziger 
N- Quelle wiichst. Wird er jedoch vorher in fliissiger Bouillon oder auf 
Bouillon-Agar mit 1,59 Zuckerzusatz kultiviert, dann mutiert der 
Stamm //0zu 7 zuriick und kann sich infolgedessen auch auf dem Serin- 
oder Glykokoll-Substrat entwickeln. 
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Wahrend Lworr (1953) bei der Wiederholung der CLarKeschen 
Versuche in einigen Fallen (nach 25—34 Passagen) das ,,Entstehen‘‘ 
sensibler Kulturen bei Bac. megateriwm bestiitigen konnte, verliefen ent- 
sprechende Experimente bei lysogenen Salmonellen negativ (Smrru, 
1953). 

E. u. I. N. Hatt-Asuesnov (1956) haben versucht, durch Behandlung 
lysogener Kulturen mit Phagolessin A 58, einem Antibioticum mit 
induzierender und phagozider Wirkung, nicht-lysogene Mutanten zu 
selektionieren. Man ging dabei von der Vorstellung aus, daB bei Passagen- 
kulturen in Gegenwart des Antibioticums durch die Inaktivierung der 
freiwerdenden Phagen eine Begiinstigung der Selektion sensibler 
Mutanten zu erwarten sein miiBte. Bei Bac. megaterium 899 waren 
einige Versuche erfolgreich. 

Wenn eine lysogene Kultur unter bestimmten Voraussetzungen in 
ihrer Gesamtheit sensibel wird, dann kann die Ursache hierfiir nur in der 
Selektionierung einzelner, sensibel gewordener Zellen liegen, was schlieB- 
lich bei geniigend Passagen zur vollstandigen Eliminierung des lysogenen 
Ausgangsstammes fithrt. Da dieses Endstadium sicher nur unter ganz 
besonders giinstigen Voraussetzungen erreicht werden kann, wird es fiir 
zweckmaBiger gehalten, fiir die Isolierung sensibler Bakterien die lysogene 
Population mit einer geeigneten Technik individuell zu untersuchen. 
Dieser Gedanke liegt der oben beschriebenen Methode zugrunde. Das 
Verfahren hat dariiber hinaus den Vorteil, quantitative Untersuchungen 
iiber das Auftreten von De-Lysogenanten zu erméglichen, ohne auf die 
Isolierung von Tausenden von Kolonien und die einen erheblichen 
Arbeitsaufwand erfordernden Einzelteste angewiesen sein zu miissen. Die 
Zufalls-Abhingigkeit bei der Gewinnung einer sensiblen Kultur wird 
damit betrachtlich reduziert. 

Um bei dem beschriebenen Test die Aussichten fiir das Zusammen- 
treffen einer sensiblen Kolonie mit einem aktiven Phagenteilchen zu 
erhohen, kann man versuchen, den Ausgangsstamm durch Kultur- 
maBnahmen in der jeweils gewiinschten Richtung zu beeinflussen. Fur 
den fraktionierten Ausstrich muB eine Population zur Verfiigung stehen, 
in der méglichst viele sensible Bakterien enthalten sind. Das heiBt, es 
mu so weit wie méglich verhindert werden, da die entstehenden 
sensiblen Zellen durch freie Phagen lysiert oder lysogenisiert werden. 
Dies lBt sich erreichen durch eine Inaktivierung der Phagen wahrend der 
Kulturentwicklung oder durch die Blockierung der Phageninfektion, 
z.B. durch die Festlegung von Ca-Ionen mittels Natriumoxalat bei 
Ca-abhangiger Infektion. Fiir das Bespriihen muB auf der anderen Seite 
eine Lésung zur Verfiigung stehen, welche aktive Phagenteilchen in 
moglichst hoher Konzentration enthalt, so da®B sich die Wahrscheinlich- 


keit fir ein Zusammentreffen von Phage und sensibler Kolonie erhoht. 
5* 
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In den eigenen Untersuchungen war bei der Verwendung von Citrat- und 
Oxalatnihrboden ein deutlicher Anstieg in der Zahl der Sensiblen zu 
beobachten. Inwieweit die aus einem Ansatz isolierten empfindlichen 
Zellen von denselben Elternbakterien abstammen, kann vorerst nicht 
gesagt werden. Es kénnte durchaus sein, da die Haufigkeit des Schrittes 
von lysogen nach sensibel mit und ohne Zusatz von Oxalat in der gleichen 
GréBenordnung liegt, und daB ein vermehrtes Auftreten sensibler Zellen 
als Folge der gegebenen Selektionsbedingungen nur scheinbar ist. 

DaB andererseits echte Unterschiede in der Hiaufigkeit des Ubergangs 
zur Sensibilitat unter sonst gleichen Bedingungen vorkommen, konnte an 
der lysogenen Varianten von M J gezeigt werden (Abb. 16). Worauf diese 
Labilitit beruht, dariiber kann einstweilen ebensowenig ausgesagt 
werden wie tiber den Mechanismus selbst, durch den die Lysogenitat 
verlorengeht. Wenn man den Prophagen als cytoplasmatischen Partikel 
ansieht, kénnte eine relative Abnahme in der Vermehrungsrate das 
Entstehen eines ,,Prophagen‘‘-freien Bakteriums erkliren. Da der 
Prophage auf Grund genetischer Befunde jedoch an ein Chromosom 
gebunden zu sein scheint, muB eher eine Mutation des Prophagen-Gens 
oder der Verlust des verantwortlichen Chromosomenstiickes bzw. das 
Ausbleiben der Prophagen-Replikation in Erwaigung gezogen werden 
(Lworr, 1953). 

Boyp (1956) hat kiirzlich berichtet, daB bei einer von 4 méglichen 
Reaktionen bestimmter lysogener Stimme untereinander sensible 
Bakterien (cured bacteria) auftreten kénnen. Es handelt sich um 
folgenden Sachverhalt: 2 lysogene Bakterien (B) von Salm. typhi- 
murium produzieren die temperenten Phagen L bzw. P. B(L), die L- 
Phagen produzierende Kultur, ist immun gegeniiber P (genauso wie 
gegentiber dem homologen Phagen L), wihrend B (P) fiir L sensibel ist. 
Das heiBt, einige Bakterien von B(P) lysieren, wahrend andere durch 
Lysogenisation fiir L lysogen werden, und zwar nur fiir L allein. Sie 
werden nicht, wie zu erwarten ist, fiir P und L doppelt lysogen [B(P, L)]. 
Der Prophage P soll durch L ersetzt und ein Teil der iiberlebenden 
Bakterien zusitzlich phagenfrei und sensibel werden. Ob eine ,,Domi- 
nanz“ des Phagen L wirklich fiir die Entstehung von Bakterien des Typs” 
B(L) in einer Kultur von B(P) verantwortlich zu machen ist, muB bei dem 
gleichzeitigen Auftreten nicht-lysogener Bakterien zumindest stark be- 
zweifelt werden. Auf Grund der eigenen Untersuchungsergebnisse an 
Bac. megaterium darf vermutet werden, daB sich in der Kultur B(P) in 
groBer Zahl sensibel gewordene Bakterien befinden, die unter der Ein- 
wirkung von L-Phagen teilweise zu B(L) lysogenisiert werden, wahrend | 
die nicht-infizierten Bakterien als sensible Zellen erhalten bleiben. 

Auf Grund der bisherigen Ergebnisse darf mit Sicherheit angenommen 
werden, dai phagenproduzierende und phagensensible Bakterien eines 
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_lysogenen Systems in enger verwandtschaftlicher Beziehung zueinander 
stehen. Sollten die eingangs dargelegten Spekulationen zutreffen und alle 
Bakterienkulturen potentiell lysogen sein, dann diirfte an einer Ent- 
stehung der Viren aus Bestandteilen der Wirtszelle nicht mehr zu 
zweifeln sein. Die weiteren Untersuchungen werden zeigen, ob die ent- 
wickelte Technik geeignet ist, das Problem einer Loésung niherzubringen. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe einer besonderen Technik, dem sogenannten ,,reziproken 
Test", ist es gelungen, aus einer lysogenen Kultur von Bac. megaterium 
eine Anzahl phagensensibler Bakterien zu isolieren. Es handelt sich 
im Prinzip um einen Sensibilitatstest an Bakterienkolonien. Bakterien 
der lysogenen Kultur werden auf festem Nahrsubstrat fixiert und die 
sich entwickelnden Kolonien nachtraglich mit einer Bakteriensuspen- 
sion oder dem phagenhaltigen Filtrat derselben Kultur bespritht. Sen- 
sible Bakterien kénnen dann auf Grund der lytischen Wirkung der 
Phagen, die besonders an den Kolonieraindern zu Veranderungen fiihrt, 
erkannt werden. Fiir die Durchfiihrung des Testes ist also ein zu dem 
lysogenen Stamm passender Indicatorstamm nicht erforderlich. Aus 
diesem Grunde ist die Methode geeignet, in beliebigen Bakterien- 
kulturen mdglicherweise latent vorhandene lysogene Beziehungen zu 
entdecken. Weil der Nachweis des lysogenen Zustandes an das Vor- 
handensein sensibler Indicatorbakterien gebunden ist, wird damit auch 
die Frage, ob nicht tiberhaupt jede Bakterienkultur Phagen produ- 
ziert, einer experimentellen Bearbeitung zuginglich. 

Die Analyse der Nachkommenschaft einer lysogenen Zelle (Spore) 
ergab, daB die in der Population vorliegenden Einzelindividuen durchaus 
nicht uniform sind, und daB zwischen dem lysogenen Charakter einer 
Kultur und der lysogenen Potenz der diese Kultur bildenden Einzel- 
bakterien unterschieden werden mu. AuBer den in erster Linie inter- 
essierenden, durch Verlust der Immunitit gegeniiber dem homologen 
Phagen sensibel gewordenen Bakterien konnte eine lysogene Variante 
isoliert werden, die sich von den Eltern durch die Produktion eines 
anderen Phagentyps unterscheidet. 

Wenn das Filtrat der aus einer Spore unmittelbar hervorgegangenen 
Kultur auf Indicatorbakterien getestet wurde, erschien die lysogene 
Population in bezug auf den produzierten Phagentyp weitgehend ein- 
heitlich. Nach Vermehrung der vegetativen Zellen in schneil aufeinander- 
folgenden Passagen traten jedoch verschiedene Plaquetyp-Mutanten in 
dem phagenhaltigen Kulturfiltrat auf. Ihre Entstehung ist auf 2 ver- 
schiedenen Wegen méglich: 1. Durch Mutation freier Phagen bei der 
Vermehrung auf den in der Kultur befindlichen, sensibel gewordenen 


70 H.Sroxe: Die Isolierung phagensensibler Bakterien aus einer lysogenen Kultur 


Zellen. 2. Durch Mutation des ,,Prophagen‘ in einzelnen lysogenen 
Bakterien. 

Die isolierten sensiblen Bakterien sind trotz ihres gemeinsamen 
Merkmals, dem Verlust der Immunitit, nicht alle miteinander identisch 
und verhalten sich unterschiedlich gegeniiber den in der lysogenen Kultur 
produzierten Phagen. 

Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit den Vorstellungen tiber 
Immunitaét und Verlust des Prophagen bei lysogenen Bakterien dis- 
kutiert. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn) 


Schadigungen an Pflanzenwurzeln durch Kulturfiltrate 
von Mikroorganismen 


Von 
B. STILLE 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 6. Oktober 1956) 


Die jungen Wurzelspitzen und die leichtvergainglichen Wurzelhaare, 
die als Organe der Stoffaufnahme fiir das Gedeihen der héheren Pflanze 
von entscheidender Bedeutung sind, diirften im Rahmen der Pflanzen- 
pathologie wesentlich groBere Aufmerksamkeit verdienen, als ihnen 
von dieser Disziplin im allgemeinen entgegengebracht wird. 

Sie sind am natiirlichen Standort der direkten Beobachtung entzogen und 
bleiben bereits bei der Entnahme der Pflanzen gréBtenteils im Boden zuriick. Der 
Rest wird dann bei der Beseitigung des Wurzelballens weitgehend entfernt oder 
mechanisch zerstért; infolgedessen werden die Pflanzen funktionell wichtiger Teile 
beraubt, und damit entgehen jene Krankheitserscheinungen, die sich primar im 
Bereiche der Wurzelspitzen und der Wurzelhaare abspielen, die aber gegebenenfalls 
za einer erheblichen Beeintrachtigung der Gesamtpflanze fiihren kénnen, einer 
atiologisch gesicherten Diagnose. 

Threr Aufgabe als Mittler der Stoffaufnahme entsprechend, sind die Wurzel- 
spitzen und Wurzelhaare fortwahrend den im Boden gelésten anorganischen und 
organischen Substanzen ausgesetzt; sie besitzen keine besonderen strukturellen 
Schutzeinrichtungen, die sie notfalls dem Einflu8 von Giftstoffen und anderen 
schadigenden Einwirkungen entziehen wiirden. 

Im Rahmen einer laufenden Untersuchung iiber das Verhalten be- 
stimmter Mikroorganismenarten innerhalb der Rhizosphare von Kultur- 
pflanzen lieB sich nachweisen, dafs die jungen Wurzeln, insbesondere 
die Wurzelspitzen héherer Pflanzen, ihrerseits auBerordentlich empfind- 
lich auf Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen reagieren konnen 
und unter deren Einwirkung unter Umstiinden in kiirzester Zeit ab- 
sterben. 


Material und Methode 


Als Versuchsobjekte dienten im wesentlichen junge Keimpflanzen von 
Lepidium sativum und Linum usitatissimum, jedoch wurden zu Ver- 
gleichszwecken noch einige weitere Pflanzenarten (vor allem Piswm 
sativum und Triticum vulgare) hinzugezogen. 


Die Samen wurden entweder auf wasserdurchtranktem Feinsand oder auf nassem 
Filtrierpapier in feuchten Kammern bei Zimmertemperatur und normalem Tageslicht 
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zum Keimen gebracht, wo die Pflanzchen nach etwa 3 bis 4 Tagen die fur die 
Versuchsdurchfiihrung geeignete GréBe und Bewurzelung erreichten. 


Es wurden zunichst orientierende Untersuchungen mit Kulturfiltraten 
zahlreicher Bakterien-, Actinomyceten- und Pilzstimme durchgefihrt, 
um Anhaltspunkte fiir die engere Auswahl von Mikroorganismen mit 
deutlich wurzelschadigenden Eigenschaften zu gewinnen; dabei wurden 
nur soleche Arten beriicksichtigt, die keine besonderen Anspriiche hin- 
sichtlich ihrer Kultur stellen. 


Als Nahrmedium diente fiir Bakterien und Actinomyceten Glycerin-Bouillon 
(Liebig-Fleischextrakt 3 g, Pepton-Witte 5 g, NaCl 5 g, Glycerin 12 g, Aqua dest. 
ad 1000 cm’; px 7,0 bis 7,2), fiir Pilze Biomalzlésung (2% Biomalz in H,O; px 5,0 
bis 5,5). 

Samtliche Kulturen wurden bei 28°C bebriitet. Die Dauer der Bebriitung 
richtete sich jeweils nach der unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeit der 
einzelnen Mikroorganismenarten. Sobald sich bei den Pilzen und Actinomyceten 
auf der Nahrlésung eine geschlossene Myceldecke gebildet hatte oder bei den sub- 
mers wachsenden Bakterienarten eine deutliche Triibung der Nahrlésung erreicht 
war, wurden die Kulturen zunachst bei einer Kiihltemperatur von 4°C aufbewahrt, 
um eine weitere physiologische Alterung bis zum Zeitpunkte ihrer gemeinsamen Aus- 
testung méglichst zu vermeiden. 

Bei den Pilzen und Actinomyceten erfolgte die Abtrennung der verbrauchten 
Nahrlésungen durch einfache Filtration, bei den Bakterien durch Zentrifugieren. 
Gelegentliche weitere Verdiinnungen der Kulturfiltrate wurden mit physiologischer 
Kochsalzlésung vorgenommen. 

Als VersuchsgefiBe zur Austestung der Wirksamkeit der Kulturfiltrate auf die 
Pflanzenwurzeln dienten Blockschalchen oder kleine Becherglaser. Nach unter- 
schiedlicher Einwirkungsdauer wurden die Nahrbriihen entfernt und durch eine 
0,05°% ige waBrige Lésung von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) ersetzt, in 
der die Wurzeln dann mindestens eine Stunde lang verblieben, um die durch die 
Vorbehandlung erlittenen Schiden — entsprechend der unterschiedlichen Aus- 
farbung infolge Formazanbildung — sichtbar hervortreten zu lassen?. 

Bei mehreren Versuchsreihen wurden zu Vergleichszwecken einzelne Pflanzen 
den Kulturfiltraten unmittelbar entnommen, kurz gewassert und dann in feuchte 
Kammern iibertragen, um dort den weiteren Verlauf der Wurzelentwicklung zu 
verfolgen. 

In den Kontrollversuchen wurden an Stelle der Kulturfiltrate die entsprechen- 
den sterilen Nahrlésungen, vergleichsweise auch physiologische Kochsalzlésung, | 
verwendet. 

Auf weitere Einzelheiten der Methodik soll bei der Wiedergabe der Versuchs- 
ergebnisse eingegangen werden. 

* Junge ungeschadigte Pflanzenwurzeln nehmen in einer schwachen TTC-Lésung 
in kurzer Zeit eine deutliche Rotfarbung an, die sich meistens bereits im Verlaufe 
einer Stunde in voller Intensitit ausprigt. Dagegen manifestieren sich Schidigungs- 
effekte — insbesondere Vergiftungserscheinungen — an den Wurzeln durch eine 
Abschwichung oder ein volliges Ausbleiben der Formazanbildung. Vgl. auch die 
zahlreichen Arbeiten iiber den Nachweis biologischer Reduktionsvorginge in 
pflanzlichen Geweben mit Tetrazoliumsalzen (Literaturiibersicht bei Rrep) und 


besonders die Methode zur Bestimmung der Keimpotenz von Getreidefriichten 
nach Lakon. 
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Ergebnisse 


Der Beschreibung einzelner Versuchsergebnisse soll zunachst eine Auf- 
nahme von Kresse-Siimlingen vorangestellt werden, die innerhalb ihrer 
Wurzeln eine unterschiedliche Ausprigung der Formazanbildung deut- 
lich erkennen lassen. Die in Abb. 1 rechts abgebildeten 3 Keimpflanzen 
befanden sich 2 Std lang in einem nachtraglich auf ein Viertel der Aus- 
gangskonzentration verdiinnten Kulturfiltrat von Alternaria solani 
(Stamm /77 A) ;dagegen waren die links wiedergegebenen Kontrollpflanzen 
wahrend der gleichen Zeitdauer 
der Einwirkung einer unbe- 
impften, ebenfalls auf ein Vier- 


tel verdtinnten Biomalz-Nahr- 
l6sung ausgesetzt. Im AnschluB : p 
an diese unterschiedliche Vor- : 


behandlung wurden siamtliche 
Pflanzen in eine 0,05 % ige TTC- 
Losung ibertragen, in der sie 
dann weitere 90 min verblieben. 


Wahrend die Kontrollpflan- 
zen eine intensive Anfarbung 
der Wurzeln und der SproBteile 
aufweisen, haben die der Ein- 
wirkung des Alternaria-Kaultur- Abb. 1. Keimpflanzen von Lepidium sativum, TTC- 
rere er rant aia ME mare 2 Sea ntislraavabn Alene 
ihr TTC-Reduktionsvermégen Gear) 
restlos verloren, und auch die 
angrenzenden basalen Partien des Hypokotyls sind ungefarbt geblieben. 
Dann zeigt sich bei den behandelten Keimpflanzen innerhalb des 
Hypokotyls eine kurze Ubergangszone mit verstarkter Formazan- 
bildung, die darauf hindeutet, da die von den Toxinen erreichten 
Zellen durch geringe Konzentrationen dieser Giftstoffe voriibergehend 
zu einer erhodhten stoffwechselphysiologischen Aktivitat angeregt 
werden. 

Das Ausma8 der Formazanbildung in den oberen, bereits ergrunten 
SproBteilen, insbesondere den Blittern, vermag die obige Abbildung 
allerdings nur andeutungsweise wiederzugeben, da in der Foto-Aufnahme 
die beiden Farbstoffe Chlorophyll und Formazan sich optisch iiberlagern. 
In Wirklichkeit wiesen jedoch die Blatter bei den Versuchspflanzen, die 
zguvor mit dem Alternaria-Kulturfiltrat behandelt worden waren, eine 
wesentlich geringere Formazanbildung als bei den Kontrollpflanzen auf, 
Diese Erscheinung diirfte darauf zuriickzufiihren sein, dai bei den Ver- 
suchspflanzen wegen der toxigenen Schadigung des Wurzelsystems auch 


aan 
~onttee. 
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die nachtrigliche Aufnahme und Weiterleitung des Tetrazoliumchlorids 
entsprechend vermindert und erschwert sind, wahrend den Blattern der 
Kontrollpflanzen durch die gesunden Wurzeln reichlich TTC zugefiihrt 
wird. 

In einer erweiterten Versuchsreihe wurden die Kulturfiltrate mehrerer 
Stiimme von Alternaria solani) in ihrem EinfluB auf das TTC-Reduk- 
tionsvermogen von Kressewurzeln vergleichend gepriift. Dabei zeigten 
sich — trotz gleichen Alters der Kulturen und weitgehend unabhangig 
von der im Substrat erreichten Myceldichte — deutliche Wirksamkeits- 
unterschiede der einzelnen Filtrate. Neben einigen auf erst toxischen 
Stiimmen lieBen die schwachsten kaum eine Giftwirkung auf die Wurzeln 
erkennen; so ergab sich bei einer Auswahl von neun verschiedenen Stam- 
men folgende abnehmende Reihe: 


Alternaria solani, Stamm 74R >196A > 171A ~ 18S R > 
165 B~ 172A > 175A > 163 E > T1C ~ unbeimpfte Biomalz- 
nihrlésung (Kontrolle). 


Gleichsinnige Versuche mit anderen Keimpflanzen (Linum usitatissi- 
mum, Pisum sativum, Phaseolus vulgaris, Triticum vulgare) zeigten, dab 
auch bei diesen Pflanzen die jungen Wurzeln ihr TTC-Reduktions- 
vermogen in gleicher Weise wie die Kressewurzeln bereits nach einem 
kurzen Aufenthalt in Kulturfiltraten von Alternaria solani restlos ver- 
lieren konnen, Das Ausmaf der Wurzelschadigung richtete sich auch bei 
ihnen nach dem jeweils verwendeten Alternaria-Stamm; dabei ergab 
sich fiir alle Versuchspflanzen hinsichtlich der Wirkung der verschiedenen 
Alternaria-Kulturfiltrate die gleiche Reibenfolge wie bei Lepidium sati- 
vum (siehe oben!). 


Kine deutliche Hemmung des TTC-Reduktionsvermégens durch Kul- 
turfiltrate von Alternaria solani lieB sich auch bei Embryonen von T'riti- 
cum vulgare, die bei voller Vitalitit zu intensiver Formazanbildung be-_ 
fiihigt sind, beobachten. 


Die Weizen-Embryonen wurden nach 12stiindigem Vorquellen in destilliertem 
Wasser mit Hilfe einer Pripariernadel aus den Karyopsen isoliert und dann 4 Std 
lang der Kinwirkung der Kulturfiltrate verschiedener Stimme von Alternaria 
solani (auf die Halfte mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt), bzw. der ent- 
sprechenden unbeimpften Biomalznahrlésung (Kontrollversuch), ausgesetzt, und an- 
schlieBend in eine 0,059 ige Tetrazollésung iibertragen, in der sie 2 Std lang bis 
zur Versuchsauswertung verblieben, Fiir die einzelnen Ansitze wurden je 20 Em- 
bryonen verwendet. 


' Die Stamme waren im Rahmen einer im Institut durchgefiihrten Unter- 
suchung tiber Alternaria solani als Knollenparasit von erkrankten Kartoffeln und 


Tomaten isoliert und mit den von mir iibernommenen Stammbezeichnungen belegt 
worden. 
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Es zeigten sich — entsprechend der Wirksamkeit der verschiedenen 
Alternaria-Kulturfiltrate — folzende Farbunterschiede: 


Kulturfiltrat von Alternaria solani Farbung der Weizen-Embryonen 
Stamm in Tetrazollésung 
T4R und 196 A samtlich véllig ungefairbt 
171 A, 188 R und 165 B einzelne ungefarbt, die tibrigen schwach rosa 
172A und 175 A schwach rosa bis maBig rot 
163 HE, T1C und Kontrolle intensiv rot 
(unbeimpfte Nahrlésung) 


Ks handelt sich bei den beobachteten Hemmwirkungen durch einzelne 
Kulturfiltrate verschiedener Stamme von Alternaria solani auf das TTC- 
Reduktionsvermégen junger Pflanzenwurzeln keineswegs um eine Aus- 
nahmeerscheinung. Auch unter den im Boden weitverbreiteten Mikro- 
organismen verschiedenster systematischer Stellung (Bakterien, Acti- 
nomyceten, Pilze), die itberwiegend als harmlose Saprophyten gelten 
und die als Erreger von Pflanzenkrankheiten bisher kaum in Betracht 
gezogen werden (sofern sie nicht zur haftenden Infektion und zur 
Durchdringung der héheren Pflanze befihigt sind), finden sich nicht 
wenige Arten, deren Stoffwechselprodukte das normale TTC-Reduktions- 
vermogen von Pflanzenwurzeln bereits nach kurzer Einwirkungsdauer 
nachhaltig hemmen. 

Bei einer durchaus zufalligen Auswahl von 12 Bakterienarten (3 Tage 
alte Kulturen in Glycerin-Bouillon, Bruttemperatur 28° C) bewirkten 
die verbrauchten, durch Zentrifugieren geklirten Nahrlésungen nach 
2stiindiger Einwirkungsdauer zum Teil eine erhebliche Minderung des 
TTC-Reduktionsvermégens junger Wurzeln von Lepidium sativum und 
Linum usitatissimum. 


alterisnact Formazanbildung innerhalb der jungen Wurzeln 
Beverley und Wurzelspitzen 


EE 


Pseudomonas fluorescens total gehemmt; vollig farblos 
Pseudomonas pyocyanea total gehemmt; vollig farblos 
Bacterium prodigiosum sehr stark gehemmt; fast farblos 
peeetllus qecoemmeninue stark gehemmt; nur schwach gefarbt 
Bacterium colt 


Sarcina lutea 

Bacillus mycoides deutlich gehemmt; blaB-rosa 
Mycobacterium luteum 

pons a) iad f \ leicht gehemmt; fast volle Anfarbung 
Mycobacterium phlei J 

Micrococcus cinnabareus 

Flavobacterium aurescens | nicht gehemmt; volle Anfarbung 


Glycerin-Bouillon, unbeimpft 


In dhnlicher Weise wurde die Wirkung von 13 Streptomyces-Arten und 
yon 4 Proactinomyces-Arten untersucht. 


— en 
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Die verwendeten Streptomyces-Stamme waren aus Kompost- und Gartenerde 
isoliert worden und lieBen sich teils durch ihre Wuchsform, teils durch ihre aus- 
geprigte Pigmentbildung eindeutig als getrennte Arten unterscheiden. Die Kultur 
erfolgte in Glycerin-Bouillon bei 28°C; die Dauer der Bebrittung wurde wegen der 
geringen Wachstumsgeschwindigkeit der Streptomyceten und Proactinomyceten 
bis auf 14 Tage ausgedehnt. Die Abtrennung der Nahrlésungen lieB sich durch 
einfache Filtration erreichen. Als pflanzliche Versuchsobjekte dienten ebenfalls 
Simlinge von Lepidium sativum und Linum usitatissimum, deren Wurzeln 2 Std 
lang der Einwirkung der verschiedenen unverdiinnten Kulturfiltrate ausgesetzt 
und anschlieBend dem TTC-Test unterzogen wurden. 


Von den insgesamt 13 Streptomyces-Arten bewirkten 2 Arten eine 
totale Hemmung der Formazanbildung innerhalb der jungen Wurzeln 
und Wurzelspitzen, 3 Arten erwiesen sich als stark bis sehr stark hemmend, 
4 Arten zeigten eine maBige, aber durchaus deutliche Hemmwirkung, 
3 Arten lieBen noch eine geringfiigige Hemmwirkung erkennen, und nur 
von einer Art war das Kulturfiltrat véllig unwirksam (entsprechend dem. 
Kontrollversuch mit unbeimpfter Nahrlésung). 

Die Kulturfiltrate von Proactinomyces ruber und Pr. coralleus zeigten 
unter entsprechenden Versuchsbedingungen nur eine geringfiigige Hemm- 
wirkung auf das TTC-Reduktionsvermégen der Testpflanzen; Pr. citreus 
und Pr. flavus erwiesen sich als unwirksam. 

Bei der Austestung der Kulturfiltrate (Biomalzlésung) mehrerer Pilze, 
unter denen sich auch einige pflanzenpathogene Arten befanden, ergab 
sich hinsichtlich der Hemmwirkung auf das TTC-Reduktionsvermégen 
von Kresse- und Lein-Samlingen folgende abnehmende Reihe: 


‘ | Formazanbildung innerhalb der jungen Wurzeln 
Pilzart 7 
und Wurzelspitzen 


Aspergillus niger total gehemmt; vdéllig farblos 
Pythium debaryanum | \ stark bis sehr stark gehemmt; 
Fusarium oxysporum J nur andeutungsweise gefarbt 


Penicillium glaucum 
Alternaria tenuis ! deutlich gehemmt; blaB-rosa 
Aspergillus ochraceus 

Aspergillus oryzae 
Aspergillus amstelodami | 
Aspergillus candidus | leicht gehemmt; fast volle Anfarbung 


— 


Penicillium brevicompactum 
Phycomyces blakesleeanus | 


Penicillium candidum 


Mucor racemosus nicht gehemmt; volle Anfarbung 
unbeimpfte Biomalznaihrlésung 


Die starke Hemmwirkung, die das Kulturfiltrat von Aspergillus niger 
austibte, ist darauf zuriickzufiihren, daB Aspergillus niger durch Citronen- 
siurebildung eine erhebliche Erhéhung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration innerhalb der Nihrlésung bewirkte. Wahrend die frische Biomalz- 
nihrlosung einen py-Wert von 5,4 aufwies, wurde nach Beimpfung mit 
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Aspergillus niger (bereits nach 4taigiger Bebriitung bei 28°C) ein pp-Wert 
von 2,0 gemessen, der bei weiterer Kulturdauer konstant blieb. Ein 
Aufenthalt in einem derart sauren Milieu wirkte sich auf die Wurzel- 
spitzen und Wurzelhaare der Versuchspflanzen allein schon stark schi- 
digend aus und fiihrte bereits nach kurzer Zeit zum Absterben der Zellen. 
Wurde jedoch die hohe Wasserstoffionenkonzentration in den durch 
Aspergillus niger verbrauchten Biomalznahrlésungen durch nachtrag- 
liche Zugabe verdiinnter Kalilauge auf den Ausgangswert, den sie vor 
ihrer Beimpfung aufwiesen (pq-Wert 5,4), wieder zuriickgedringt, so 
ubten sie nur noch eine leichte Hemmwirkung auf das TTC-Reduktions- 
-vermégen der Wurzeln aus. Die starke Hemmwirkung der Kulturfiltrate 
von Aspergillus niger kann daher im wesentlichen nicht auf das Vor- 
handensein besonderer Hemmstoffe zuriickgefiihrt werden. 

Bei den Kulturfiltraten aller ibrigen Mikroorganismenarten stimmte 
dagegen der erreichte py-Wert weitgehend mit dem Ausgangswert der 
entsprechenden unverbrauchten Nahrlésungen iiberein; in keinem Falle 
lieBen sich zum Zeitpunkte der Gewinnung der Kulturfiltrate Aciditats- 
anderungen, die mehr als + 0,5 pg-Wert-Stufen betrugen, beobachten. 
Infolgedessen lassen sich die z. T. sehr starken Hemmwirkungen dieser 
Kulturfiltrate auf das TTC-Reduktionsvermoégen der Pflanzenwurzeln 
keineswegs auf unzutrigliche Aciditétsverhaltnisse zuriickfihren, 
sondern nur aus der Gegenwart wirksamer Hemmstoffe erklaren. 

Bei der Frage nach dem weiteren Schicksal der Pflanzenwurzeln, 
die dem Einflu8 hemmender Kulturfiltrate von Mikroorganismen aus- 
gesetzt waren, ergab sich, dafi mit dem vélligen Verlust des TTC-Re- 
duktionsvermégens die betroffenen Wurzelpartien gleichzeitig auch ihr 
weiteres Wachstumsvermégen restlos einbiiBten. Die nicht mehr redu- 
zierenden Wurzelspitzen erwiesen sich als abgestorben, so da sie bei 
anschlieBender Nachkultur der geschidigten Keimpflanzen in feuchten 
Kammern einen raschen Verfall durch Autolyse bzw. durch Faulnis- 
bakterien erlitten. Sofern diese Ausfallserscheinungen sich lediglich auf 
die basalen Wurzelpartien beschrankten, wurden die Schaden von der 
Hauptwurzel her durch Ausbildung mehrerer schwacher Seitenwurzeln 
z.T. wieder ausgeglichen, und die Pflanzen konnten sich dann, wenn 
auch mit einer deutlichen Anfangsverzégerung, weiterentwickeln. Bei 
ausgedehnteren Schidigungen der Wurzeln — wie sie beispielsweise in 
Abb. 1 an Lepidium sativum nach Einwirkung von Kulturfiltraten von 
Alternaria solani dargestellt sind — gingen die Keimpflanzen jedoch 
nach einiger Zeit unter Vergilben zugrunde, da sie keine Seitenwurzeln 
mehr auszubilden vermochten. Sie boten dann ein durchaus ahnliches 
Bild, wie man es etwa an Simlingen nach einem parasitaéren Befall durch 
Pythium debaryanum oder andere Erreger des Wurzelbrandes beob- 


achten kann. 
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Da das TTC-Reduktionsvermégen und die Weiterentwicklung der 
Pflanzenwurzeln bereits nach einer kurzfristigen Einwirkung von Kultur- 
filtraten verschiedener Mikroorganismen empfindlich beeintrachtigt 
wurden, lag der Gedanke nahe, ob etwa auch die Samenkeimung bei den 
Versuchspflanzen durch die entsprechenden Kulturfiltrate erheblich 
gestért oder sogar vollig verhindert wird. Diese Annahme lieB sich 
jedoch, wie besondere Versuche ergaben, keineswegs — und insbesondere 
nicht in einem zu Verallgemeinerungen berechtigenden Sinne — be- 
statigen. 


Es wurden je 100 Samen von Lepidiwm sativum in Petri-Schalen auf drei Lagen 
Filtrierpapier (Schl. & Sch. Nr. 594), das mit Kulturfiltraten der Alternaria solani- 
Stamme 7’ 4 R, 171 A und 163 E in abgestuften Verdiinnungen durchtrankt war, 
im Thermostaten bei 20°C zum Keimversuch angesetzt. Geringfiigige Feuchtigkeits- 
verluste, die wahrend der Versuchsdauer innerhalb der Kulturschalen eintraten, 
wurden durch Zugabe von destilliertem Wasser wieder ausgeglichen. Es ergaben 
sich folgende endgiiltige Keimprozente: 


Kulturfiltrat von Alternaria solani 


Verdiinnungsstufe | Stamm: 
| T4R / 171.4 | 163 E 

1/1 | 90 / 93 | 92 
1/2 93 92 94 
1/4 | 91 | 94 92 
1/8 94 91 95 

| 1/16 92 | 95 / 93 

Aqua dest. (Kontrolle) 93 


Aus der Ubersicht liBt sich entnehmen, daB die Kulturfiltrate der 
Alternaria solani-Stimme 7T' 4 R, 171 A und 163 EF — selbst in unver- 
diinntem Zustand und auch bei fortgesetzter Einwirkungsdauer — die 
Keimprozente bei Lepidiwm sativum nicht beeinfluBten: in allen Fallen 
wurden Endwerte erreicht, die der Kontrolle im Rahmen der natiirlichen. 
Streuung entsprachen. 

Die weitere Entwicklung der Keimlinge innerhalb der feuchten Kam- 
mern war dann allerdings sehr unterschiedlich. Wihrend die Keim- 
wurzeln in dem Kontrollversuch mit destilliertem Wasser sich gleich- 
maBig auf ihrer Unterlage ausbreiteten, sich normal verzweigten und 
reichlich Wurzelhaare ausbildeten, lie8 die Wurzelentwicklung auf den 
mit Kulturfiltraten von Alternaria solani durchtrankten Unterlagen 
stets empfindliche Stérungen erkennen. Insbesondere bei den hédheren 
Konzentrationsstufen vermochten die Wurzeln sich auf dem Filtrier- 
papier nicht mehr auszubreiten, da die Wurzelspitzen schon bald nach 
ihrer ersten Bertihrung mit den Kulturfiltraten abstarben. Die Wurzeln 
kriimmten sich dann und orientierten sich nicht mehr positiv geotrop, 
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sondern willkiirlich nach allen Richtungen; sofern dabei ihr direkter 
Kontakt mit der Unterlage verlorenging, konnten sie begrenzt (unzu- 
reichende Wasserversorgung!) weiterwachsen und Wurzelhaare aus- 
bilden. Wurden solche Keimlinge auf gesunden Boden (Blumenerde) 
ubertragen, so entwickelten sich aus ihnen, wenn auch nach einer an- 
fanglichen Verzégerung, meistens normale Pflanzen. 

Die unterschiedliche Empfindlichkeit keimender Samen und junger 
Keimwurzeln von Lepidium sativum gegeniiber Kulturfiltraten von 
| Alternaria solani berechtigt zu der Annahme, daB die Samen iiber be- 
sondere Schutzeinrichtungen verfiigen, die ein Eindringen pflanzen- 
schadigender Substanzen aus diesen Kulturfiltraten in das Sameninnere 
verhindern. Dabei diirfte es sich vor allem um Filtrations- bzw. Ad- 
sorptionswirkungen der Samenschale handeln, durch die im vorliegenden 
Falle die Toxine zuriickgehalten werden, so das eine normale Samen- 
keimung erfolgen kann. Infolgedessen kénnen erst dann Schadigungen 
eintreten, wenn die ungeschiitzten Keimwurzeln mit den Kultur- 
filtraten von Alternaria solani in direkte Beriihrung kommen. 

Auch die Kulturfiltrate der tibrigen Pilzarten — allerdings mit Aus- 
nahme von Aspergillus niger (s. S. 76) — beeinfluBten bei Lepidium 
sativum den Prozentsatz der auskeimenden Samen nicht. In Filtraten 
von Aspergillus niger unterblieb dagegen die Samenkeimung restlos, und 
diese Erscheinung laBt sich ohne weiteres auf die sehr hohe und unzu- 
trigliche Wasserstoffionenkonzentration (pq-Wert unter 2,0) zuriick- 
fiihren. 

Einen allgemein wirksamen Schutz gegeniiber pflanzenschidigenden 
Toxinen von Mikroorganismen vermag die Samenschale keineswegs in 
allen Fallen zu bieten. So wurde z. B. die Keimung von Kressesamen 
in verbrauchten Nahrlésungen von Bacterium prodigiosum vollstandig 
unterbunden, und in den N&ahrbrithen von Pseudomonas fluorescens, 
Pseudomonas pyocyanea, Bacillus mycoides und Bacterium coli betrug 
der Anteil der auskeimenden Samen nur 27, 38, 55 bzw. 78°, wiahrend 
in der entsprechenden frischen Nahrlésung (Bouillon-Glycerin) 95% 
auskeimten. 


SchluBbetrachtung 


Die Untersuchungen haben ergeben, daB Nihrlosungen, in denen die 
verschiedenartigsten Mikroorganismen kultiviert wurden, in zahlreichen 
Fallen — und insbesondere schon nach kurzer Einwirkungsdauer — 
deutliche Schidigungen an jungen Wurzelspitzen und Wurzelhaaren 
hoherer Pflanzen verursachen kénnen. Das Ausmaf der erlittenen Schadi- 
gungen 1aBt sich in einfacher Weise und schnell durch den Tetrazoltest 
ermitteln, da die geschidigten Wurzelpartien das TTC-Reduktionsver- 
mégen, das fiir gesunde jugendliche Gewebe kennzeichnend ist und sich 
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dort durch eine intensive Rotfiirbung auBert, verlieren. Mit dem Verlust 
des TTC-Reduktionsvermégens erlischt gleichzeitig das Wachstums- 
vermégen der betroffenen Gewebe; infolgedessen wird die Weiterent- 
wicklung der geschidigten Keimpflanzen empfindlich gestort und ge- 
gebenenfalls véllig verhindert. 


Bei den in den Versuchen verwendeten Mikroorganismen handelt es 
sich zum Teil um solche Arten, die als typisch pflanzenpathogen gelten, 
da sie sich innerhalb bestimmter Wirtspflanzen auszubreiten vermogen, 
z. B. Alternaria solani, Alternaria tenuis, Pythium debaryanum und 
Fusarium oxysporum. Durch Untersuchungen von GAUMANN und seiner 
Schule, Brian, Daprovux u. Mitarb., Pounp u. STAHMANN u. a. ist be- 
kannt, daf&S die genannten Pilzarten Toxine erzeugen, die noch in er- 
heblichen Verdiinnungen schadigend auf hdhere Pflanzen — die durch- 
aus nicht dem eigentlichen Wirtspflanzenkreis dieser Parasiten anzu- 
gehéren brauchen — wirken und insbesondere Welkeerscheinungen 
herbeifiihren kénnen. Die meisten iibrigen untersuchten Mikroorganis- 
menarten werden jedoch den vd6llig harmlosen bodenbewohnenden 
Saprophyten zugerechnet, da sie nicht zur Ansiedlung und Ausbreitung 
innerhalb pflanzlicher Gewebe befahigt sind. 


AuBerhalb der Rhizosphire héherer Pflanzen wirken im Ackerboden 
verschiedene Faktoren (Niahrstoffmangel, Konkurrenz usw.) im all- 
gemeinen einer einseitigen Anreicherung einzelner Arten entgegen, und 
somit ist dort eine Anhaéufung von pflanzenschidigenden Stoffwechsel- 
produkten kaum zu erwarten. AuBerdem tragen Auswaschung, Ad- 
sorption an Bodenkolloide und Abbau durch Begleitorganismen zu einer 
laufenden Entgiftung und Beseitigung vorhandener Toxine bei. 


Die Lebensbedingungen innerhalb der Rhizosphiire weichen jedoch 
in den meisten Fiillen wesentlich von denen des iibrigen Ackerbodens 
ab. Da die Wurzelhaare zur aktiven Stoffausscheidung befihigt sind, 
ist ihre Oberfliche hiufig von einem dichten Bakterienmantel iiber- 
zogen; auBerdem werden durch den Zerfall von Wurzelhaaren und von 
abgestoBenen Zellen der Wurzelhaube laufend leichtangreifbare organi- 
sche Stoffe frei, die eine erhebliche Zunahme der Keimdichte ermég- 
lichen, Auch hinsichtlich des Vorkommens bestimmter Gattungen und 
Arten unterscheidet sich die Mikroflora der Rhizosphire deutlich vom 
iibrigen Ackerboden. So konnten CLARK, Starc und BREED im Wurzel- 
bereich verschiedener Kulturpflanzen starke Ansammlungen von Farb- 
stoffbildnern, insbesondere von Fluorescenten der Gattungen Psew- 
domonas und Xanthomonas, und eine betriichtliche Abnahme von Sporen- 
bildern — die jedoch keineswegs fiir simtliche vorkommenden Arten 
einheitlich verlief — nachweisen; dagegen lieBen sich fiir die Haufig- 
keit von Azotobacter, Nitrosomonas und Nitrobacter keine Unterschiede 
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ermitteln’. Durch die starke Aktivitat der Mikroorganismen in der Rhizo- 
sphare kénnen pflanzenpathogene Pilze aus der Wurzelnihe verdrangt 
werden (Literaturbericht bei Garrert); dariiber hinaus konnten Eaton 
u. RicLER beobachten, da Maispflanzen, die normalerweise immun 
gegentiber Phymatotrichum omnivorum sind, in Sterilkultur von dem 
Pilz befallen und in kiirzester Zeit vernichtet werden. 

Die intensiven Umsetzungen, die sich innerhalb der Rhizosphiare voll- 
ziehen, dirften fiir die Pflanze selbst nicht ausnahmslos nur forderlich 
oder zumindest belanglos sein, sondern es ist durchaus méglich, da 
manche von den saprophytischen Bodenmikroben, die nicht zur In- 
fektion befahigt sind, durch lokale Anhiaufung ihrer Stoffwechsel- 
produkte die Pflanzenwurzeln in Mitleidenschaft ziehen und insbesondere 
die empfindlichen Wurzelspitzen und Wurzelhaare zum Absterben 
bringen. Gerade das verstirkte Vorkommen von Fluorescenten und 
sonstigen Farbstoftbildnern — deren Kulturfiltrate in vitro z.T. stark 
phytotoxisch wirken — innerhalb der engeren Rhizosphare spricht fir 
diese Annahme. Derartige Saprophyten kénnen, indem sie von auBen 
her durch ihre Toxine wichtige Teile der Pflanzenwurzeln vorzeitig auBer 
Funktion setzen, laufend zusitzliche Nahrung gewinnen; ihr natiirlicher 
Lebensraum gestattet ihnen, auch ohne eigentliches Hindringungs- 
vermégen sich auf Kosten der héheren Pflanze zu vermehren. 

Da die Pflanzenwurzel iiber ein ausgepragtes Regenerationsvermogen 
verfiigt, kann sie die Verluste durch Neubildungen weitgehend wieder 
ausgleichen. Sofern jedoch die EinbuBen einen relativ groBen Anteil 
der gesamten Wurzelmasse einer Pflanze erfassen — was am ehesten zu 
erwarten ist, je kleiner der von der Pflanze durchwurzelte Bodenraum 
ist (z. B. bei jungen Keimpflanzen) —, miissen sie zwangslaufig auch zu 
Wachstumsdepressionen fiihren. 


Zusammenfassung 


Es wurden Untersuchungen iiber den Einflu8 von Kulturfiltraten 
einiger pflanzenparasitérer und zahlreicher nichtparasitirer Mikro- 
organismenarten (Bakterien, Streptomyceten, Pilze) auf junge Pflanzen- 
wurzeln (Kresse, Lein, Erbse, Weizen) durchgefiihrt. Dabei ergab sich, 
da® ein erheblicher Anteil der verschiedenen Kulturfiltrate bereits 
nach kurzer Einwirkungsdauer starke oder zumindest deutliche 
Wurzelschidigungen verursacht. Insbesondere lieB sich feststellen, daB 


1 BuKatscu und Herrzer wie auch Merz haben indessen nachweisen kénnen, 
daB Azotobacter aus dem Wurzelbereich verschiedener Wildpflanzen weitgehend 
verdrangt wird und insbesondere innerhalb der Rhizosphare von Chelidonium majus 
vollig fehlt. Die Verdrangung von Azotobacter erfolgt in diesen Fallen weniger durch 
konkurrierende oder antagonistische Bodenmikroben, sondern hauptsichlich durch 
azotobacterfeindliche Hemmstoffe, die von den Pflanzenwurzeln ausgeschieden 


werden. 
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Nahrlésungen, die der Kultur nichtparasitiirer Saprophyten dienten, 
nicht selten ausgepragt phytotoxisch wirken kénnen. 

Der Nachweis der erlittenen Schidigungen lieB sich methodisch ein- 
fach und schnell durch den Tetrazoltest erbringen, da die betroffenen 
Wurzelpartien das Formazanbildungsvermégen, das fiir intakte junge 
Wurzeln kennzeichnend ist, dem Ausmaf der Schidigung entsprechend 
verlieren. Mit dem Verlust des TTC-Reduktionsvermégens erlischt 
gleichzeitig auch das weitere Wachstumsvermégen der geschadigten 
Wurzelpartien; infolgedessen entscheidet das Regenerationsvermégen 
der iibrigen Wurzel iiber das weitere Schicksal der Pflanze. 

Da die Samen im Gegensatz zur Wurzel iiber wirksame Schutzein-— 
richtungen verfiigen, kann unter Umstianden zunichst ein ungestortes 
Auskeimen in toxinreichen Kulturfiltraten erfolgen; somit kénnen ge- 
gebenenfalls erst dann Schidigungen eintreten, wenn die ungeschiitzten 
Keimwurzeln mit den Kulturfiltraten in Berithrung kommen. 

Es wird erédrtert, daB Saprophyten, die phytotoxische Stoffwechsel- 
produkte erzeugen (z. B. Fluorescenten) bei einer Massenvermehrung 
innerhalb der Rhizosphire auch ohne Infektionsvermégen die normale 
Pflanzenentwicklung erheblich beeintrichtigen kénnen. | 
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(Hingegangen am 22. November 1956) 


Thermobacterium acidophilum R26 ORLA JENSEN has been shown to grow 
on a medium containing as the amino acid source a mixture of 17 amino 
acids (Lovrrup and Roos, 1957). In milk cultures the amino acids are 
essentially supplied by casein, and the microorganism must therefore 
be able to liberate amino acids from this protein by the action of pepti- 
dases. 

It was therefore decided to investigate to which extent the amino 
acids in some peptides could be utilized by our bacterial strain. The 
peptides used were partly some commercial di- and tripeptides, which 
were available to us. These peptides have already been shown to have 
very little effect, either positive or negative, on the growth in a complete 
medium (Lovrrup and Roos, 1957). Furthermore we used a preparation 
of phosphorylated peptides isolated from a peptic-tryptic digest of casein 
(MELLANDER, 1947). 


Material and methods 


The medium referred to in the present paper as double strength basal medium 
(DBM) is the chemically defined medium previously described (LOvrruP and Roos, 
1957). By basal medium (BM) we understand a mixture of equal volumes of DBM 
and a thymidine solution. Generally all concentrations are given as mg per ml DBM, 
except for thymidine which is given as yg. per ml. BM. For further details regarding 
the microbiological technique the reader is referred to the above mentioned paper. 

The short peptides employed were: Glycylglycine, glycyl-pL-phenylalanine, 
puL-serylglycine, and pu-leucylglycylglycine, which were all commercial prepa- 
rations. 

The phosphopeptides were prepared according to the method of MELLANDER 
(1947). Analysis of the amino acid composition according to Moorz and StErn (1951) 
gave the following results: 


Aspartic acid 4.5 per cent Valine 2.9 per cent 
Threonine OOS es Isoleucine GO AS 7 
Serine LOO ie ed, Leucine LG tenss 
Glutamic acid SO Mee B55 Ps Tie eM, a 
Proline a mee N: Set a er 
Glycine iL emer ©. Ca: 14:57, 
Alanine i Pe ee ae 
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Results 


Utilization of short peptides. The peptides were added to a medium 
lacking the corresponding amino acids, and containing 0.363 ug. thymi- 
dine per ml. BM. The extent of growth was measured at three different 
times. The results are shown in table 1, where the growth response is 
expressed as per cent of the extinction in a control in the complete DBM, 
measured at the same time. 


Table 1. Utilization of di- and tripeptides 


Peptide Glycylglycine | pu-serylglycine | ‘ baits OM Ga 
mg. perm]. DBM | 0.05 0.10 0.20 |0.038 0.075 0.15 0.30 0.25 0.5 1.01.5 2.0) 0.15 0.80 0.60 0.90 
10 hours 44 89 100 | 80 100 100 100! 22 33 56 78 22 36 78 100° 
22 hours 65 94 100 |67 100 93 96) 24 53 82 90 100 | 32 69 100 100 
46 hours 76 89 | 90 94) 4474 57 83 
Relative 4.5 glycine 0.7 glycine 24.4 glycine 4.1 
amino acid L-serine 0.5 L-leucine 5.3 | L-phenylalanine 
concentration 4.5 


The lowest peptide concentrations giving full response have been printed with 
bold types. In the lowest row the relative content of peptide amino acids in the 
corresponding media is shown. 


It is seen that, except for serylglycine, the relative responses increased 
with time, indicating that the utilization of the peptides limited the rate 
of growth. None of the peptides gave better growth than that obtained 
with the basal medium. 

All four peptides might give 100 per cent response, but, except for 
serylglycine, the necessary concentrations were very high. This is shown 
very convincingly when the peptide amino acids in the media giving full 
response are calculated as free amino acids, and the concentrations com- 
pared with those in the normal medium. The results of such calculations 
are shown in the lowest row of table 1, which give the relative concen- 
trations. It will be noticed that, apart from serylglycine, the concen- 
trations are much higher than in the normal medium. 

Some experiments were carried out to demonstrate the effect of supplying 
amino acids to the normal medium in concentrations corresponding to 
those in peptide media giving full response. The concentration was 
changed first for one and afterwards for both amino acids. Thymidine 
concentration: 0.242 ug. per ml. BM, incubation time: 22 hours. The 
results in table 2 show that no effect was observed. 

For the two peptides pt-leucylglycylglycine and glycyl-pu-pheny]l- 
alanine it was investigated whether any difference could be demonstrated 
in the utilization of the two amino acids contained in the peptide. To a 
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medium containing a peptide and lacking the corresponding amino acids, 
one or both of these were added in varying concentrations. Thymidine 
concentration: 0.242 ug. per ml. BM, incubation time: 22 hours. 


Table2. Influence of variations in the concentration of the amino 
acids present in the peptides 


Relative Relative 

concentration growth response 
| 0.6 | 101 
ete 2 | 100 
Glycine 4 101 
DAI 101 
L-serine 0.4 106 
L-leucine | 4.7 100 
L-phenylalanine 4.1 | 98 
Glycine + serine |} 06+04 | 101 
Glycine + leucine 214 4.7 101 
Glycine + phenylalanine 4+ 4.1 101 


Du-leucylglycylglycine. The concentration of the peptide was 
0.425 mg. per ml. DBM, corresponding to 0.11 mg.u-leucine per ml., close 
to the leucine concentration in the normal DBM (0.10mg.). The results 
are shown in table 3. It is seen from the table that the growth amounted 
to 68 per cent when no amino acids were added. This value is somewhat 
higher than that obtained with 0.50 mg. peptide per ml. DBM and 0.363 yg 


Table 3. Utilization of the individual amino acids in Du-leucylglycylglycine 


Rddition Glycine / .— 0025 0,050.10 — <=" —'-0.025"0.05 
(mg. per ml. | 
DBM) L-leucine | 0.05 0.10 0.20 0.05 0.10 


Relative growth 68 68 75. 71 108 105 114 99. 98 
response 


thymidine per ml. BM (see table 1), but the values are of the same order. 
The amount of glycine added with the peptide was about 5 times the con- 
centration in the normal DBM. Further addition of glycine was without 
any effect. Contrary to this, addition of t-leucine had a very striking 
effect, thus the addition of half the normal amount sufficed to give full 
response. When both amino acids were added, growth was normal, con- 
firming that the peptide has very little effect on the growth. 
Glycyl-pu-phenylalanine. The concentration of the peptide was 
0.15 mg. perml. DBM, corresponding to 0.056 mg.L-phenylalanine per ml. 
DBM (normal concentration 0.05 mg.). The concentration of glycine is 
close to the normal one (cf. table 1). The results are shown in table 4. 
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Without addition of amino acids the response was 53 per cent, again 
somewhat higher than the corresponding value in table 1, but the results 
are not quite comparable for reasons stated above. 


Table 4. Utilization of the individual amino acids in glycyl-pi-phenylalanine 


ee ee eee 
Addition Glycine | — 0.025 0.05 0.10 — — — 0.025 0.05) 
(mg. per ml. 

DBM) L-phenylalanine : 0.025 0.05 0.10 0.025 0.05 


Relative a 53 90 87 88 54 53 53 100 97 
response 


In this case, the addition of phenylalanine was without any effect, 
whereas addition of glycine had a definitely promoting effect. Full 
response was obtained only after addition of both amino acids (at this — 
peptide concentration). Again the peptide is seen to have no a | | 
effect. | 

Utilization of the phosphorylated peptides. The peptides were | 
added in a concentration of 1.5 mg. per ml. toa DBM complete except for | 
one of the peptide amino acids. The thymidine concentration was 0.363 ug. | 

per ml BM. The results are } 
Table 5. Utilization of the individual aminoacids shown in table 5, expressed . 
in the phosphopeptides as per cent of a control! | 


we Relative growth response CONtaining all amino acids | 
Omitted amino acid aes eed besides the peptides. 
ae It is seen from the table: 
Du-alanine . . . . . 12 26 that only one amino acid,, 
L-asparticacid. . . . ll ll ‘ full : 
t-glutamicacid . . 22 47 BOrInG, oe al 
ivaine tka 20 26 27 hours, but even iso-- 
L-isoleucine . . . . . 69 92 leucine was quite well uti-- 
eee TG aes i * lized. Even for these amino) 
MepRoOune’ . \.5. 6s « : shi 
= aad Be 108 acids the rate at which they? 
u-threonine . . . . . 17 37 were made available is sub-- 
t-valine ... 15 27 optimal, as is seen from the» 
L-isoleucine + t-serine 65 90 values after 17 hours. As: 


far as the remaining amino’ 
acids are concerned, the best one, glutamic acid, gave less than 50 pet 
cent response, and the poorest one, aspartic, acid 11 per cent. 

When both isoleucine and serine were excluded, the response expectedly; 
equals that obtained when only the former is omitted. When all 10 amino‘ 
acids were excluded, growth was still possible, showing that all amino acids: 
in the peptides are utilizable. The rate of utilization was quite slow, 
however, corresponding approximately to that of aspartic acid, i. e. 
about 10 per cent of the growth in the normal DBM after 27 hours. 
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The peptide preparation contains quite large amounts of P and Ca*t. 
Of the former, most is bound to OH groups of serine, but even if free it 
would only constitute a small fraction of that already present in the 
DBM. As far as Ca*+ is concerned, we checked that it has no influence in 
the concentration at which it was present in our experiments. 


Discussion 


_ Inwork with amino acid requiring bacterial species and strains peptides 
have often been found to be better sources of amino acid supply than 
the corresponding free amino acids. Several explanations have been 
suggested to account for this observation. Thus it may be that the pep- 
tides are used without being hydrolyzed first, either by direct incorpo- 
ration or by transpeptidation reactions. 

In case the peptides are hydrolyzed prior to incorporation, special 
mechanisms must be at work to explain the better utilization of peptides. 
Thus the peptide bond may protect the amino acids against the action 
of destructive enzymes (cf. e. g. Kraara, Kuatt and Sneti 1952). If 
the free amino acids are added, such enzymes may have time to act upon 
a major fraction of the amino acids before they become incorporated in 
the cells. Other mechanisms may also be at work, e. g. other amino acids 
may inhibit the penetration of a free amino acid, but not of a peptide 
(cf. e. g. Kraara and Snevtt 1952, Prerers, PRescortT and SNELL 1953). 

None of the short peptides used in the present work gave better or 
faster growth than the free amino acids, actually all the peptides except 
serylglycine were poorer sources than the free amino acids. For this 
reason alone our results are fully compatible with the theory that peptides 
are hydrolyzed before utilization. It was found that increase in the peptide 
concentration resulted in better growth. The simplest explanation of 
these observations seems to be that at low concentrations the peptidases 
splitting the peptides are unsaturated. Increases in the peptide concen- 
tration up to a certain point should then give higher rates of hydrolysis, 
i. e. increased rate of amino acid supply. Interpreted this way our results 
show that serylglycine is hydrolyzed quite fast, and glycylglycine 
relatively slowly. 

In leucylglycylglycine the bond between the two glycine molecules 
is hydrolyzed faster than the leucine-glycine bond. A comparison between 
tables 1 and 3 shows that glycine is utilized at least as well in the tripep- 
tide as in glycylglycine. 

The results with leucylglycylglycine point to the importance of the 
specificity of the bacterial peptidases for the utilization of amino acids 
in bacteria (cf. e. g. Arun 1947, Smumonps, Tatum and Fruton 1947, 
Kiaara, Katt and SNELL 1952). 


88 S. Lovrrup, O. Mptuanper, K. Roos: The utilization of peptides 


For the dipeptide glycylphenylalanine it was observed that under our 
experimental conditions the amount of phenylalanine supplied per- 
mitted more extensive growth than the equivalent amount of glycine 
liberated simultaneously by the enzyme. This result is not surprising 
in view of the large number of synthetic reactions in which glycine is 
involved. It is reasonable to believe that the demand is higher for glycine 
than for other amino acids, and it will be noticed that even the supply 
of phenylalanine was not high enough to support full growth. 

Specially interesting was the question of the utilization of the phos- 
phopeptides, a mixture of long chain phosphorylated peptides obtained 
by enzymatic hydrolysis of casein, the ‘“‘natural’’ amino acid source for 
our microorganism. The results showed that all amino acids could be 
utilized, but that the rate of utilization differed greatly. When none of 
the amino acids in the peptide were added, the rate of utilization was. 
about 10 per cent of that in an amino acid medium. The amino acid most 
slowly utilized, aspartic acid, was supplied at about the same rate. Only 
one amino acid, serine, was utilized with equal efficiency when added 
free or in the form of the peptide. It is interesting to note in this connection 
that most of the phosphoric acid is bound by serine in ester linkage. 


Summary 


The utilization of various commercial di- and tripeptides and a pre- 
paration of phosphopeptides by Thermobacterium acidophilum was 
investigated. No peptide was utilized better than the corresponding free 
amino acids, but one, serylglycine, was used with equal efficiency. Of 
the ten amino acids contained in the phosphopeptides all could be utilized, 
but at a very slow rate. Only one amino acid, serine, could be utilized 
fast enough to permit a normal growth rate. 

Acknowledgements. The present work has been supported by grants from the 
Swedish Medical Research Council and the Swedish Cancer Society. 

' 
References 

Aaren, G.: Acta physiol. seand. (Stockh.) 18, 347 (1947). — Kimara, H., and 
K. E. Sneu: J. of Biol. Chem. 197, 791 (1952). — Kimara, H., O. A. Knart, and 
EK. E. Snewu: J. of Biol. Chem. 197, 801 (1952). — Lovrrur, S., and K. Roos: 
Exp. Cell. Res. in press(1957). — MeLtianper, O.: Upps. Lakarefér. Férhandl. NF.: 
52, 107 (1947). — Moors, S., and W. H. Srerm: J. of Biol. Chem. 192, 663 (1951). — 
Purers, V., 1. M. Prescorr and E. E. Snexu: J. of Biol. Chem. 202, 521 (1953). — 
Smmonps, 8., B. L.Tarum and J. 8. Fruron: J. of Biol. Chem. 169, 91 (1947). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 26, S. 8992 (1957) 


(Department of Histology, University of Géteborg, Sweden) 


The vitamin requirements 
of Thermobacterium acidophilum 


By 
SOREN LOvTRUP and Kurt Roos 


(Hingegangen am 22. November 1956) 


Thermobacterium acidophilum R26 Orta JENSEN cannot synthesize 
desoxyribosides, and has therefore been utilized by Horr-JorGENsEen 
(1951) for a very sensitive method for determination of DNA. The present 
authors have developed a chemically defined medium for this organism 
(Lovrrup and Roos, 1957), and during this work a closer study of the 
nutritional requirements was undertaken. The results concerning the 
vitamins will be presented in the present paper. 


Material and methods 


As far as methodological details are concerned, the reader may refer to the 
previous publication (L@vrrup and Roos, 1957). The DBM mentioned in the pre- 
sent work refers to the chemically defined medium described in that paper. 

The vitamins employed were all commercial preparations. Concentrations of 
vitamins are given as wg. per ml. DBM. The thymidine concentration was in all 
experiments 0,363 yg. per ml. of the final medium (BM). 


Results 


In the DBM proposed by Horr-JorGEeNsEN (1955) 8 vitamins are 
included: Folic acid, thiamine, riboflavin, pyridoxine, nicotinic acid, 
biotin, p-aminobenzoic acid, and Ca-pantothenate. It will be seen from 
table 1 that of these vitamins the addition of thiamine, p-aminobenzoic 
acid and biotin has no influence on the growth. 

In our DBM the concentrations of the other five vitamins are: 0,4 ug. 
pyridoxine, Ca-pantothenate, and nicotinic acid, and 0,08 yg. riboflavin 
and folic acid per ml. DBM. The effect on the growth caused by the 
absence of each of the first four of these vitamins is shown in the last 
column of table 4. The other three vitamins were added in three different 
‘concentrations. It is seen that in the absence of pantothenate and ribo- 
flavin the growth was almost completely inhibited, whereas some growth 
was observed with the other vitamins absent. This result either means 
that the bacteria may synthesize pyridoxine and nicotinic acid, although 
at a very low rate, or, more likely, that the requirements of these vita- 
mins are so low that the small amounts contained in the inoculum and as 
impurities suffice to secure the slight growth observed. 
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Experiments were also paresemneds in which pantothenate was added to 
the DBM, and riboflavin, pyridoxine, nicotinic acid, and folic acid added 
one, two or three at the time. From table 2 it is seen that when only one 
of the vitamins is added response is obtained only with riboflavin. With 
two vitamins added, response is obtained in all combinations, but best 


Table 1. The influence of thiamine, p-aminobenzoic acid, and biotin 


Thiamine p-Aminobenzoic acid | Biotin Relative growth response 


The concentration of thiamine and p-aminobenzoic acid was 1 wg per ml DBM, © 
of biotin 0,1 wg. per ml. DBM. The concentration of the remaining five vitamins was 
double of that in the normal DBM. 


in those including riboflavin. The experiments with three vitamins show 
that almost the same effect is registered with or without the addition of 
folic acid. This result does not indicate that addition of folic acid is 
unnecessary, but only that such extremely smali amounts are needed 
that the vitamin contained in the inoculum suffices for almost normal 
growth. If the bacteria are subcultured in media without folic acid, the 


Table 2. The influence of riboflavin, pyridoxine, riicotinic acid, and folic acid 


Riboflavin | Pyridoxine | Nicotinic acid Folie acid ‘Relative growth response 
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Ca-pantothenate was added to the DBM in 2 x normal concentration. The other 


vitamins were added according to the list in twice the concentration of the normal 
DBM. 
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growth response decreases for each subculture; after three the growth 
amounts to 15 per cent of that in the controls. It is evidently very 
difficult to remove the traces of folic acid which are needed for its normal 
function. 


Table 3. Pyridoxine and the conversion L-alanine —-> D-alanine 


ree | L-alanine DL-alanine 

Nero ee \os0u. per ST ape Ge ml. DBM) 
Meyridoxine. foi. 1... Bre a3 = eee esi ae 
Relative growth response . 0 10 37 100 | 2 100 


The concentration of the vitamins was that of the normal DBM. 


The addition of pyridoxine was seen above to be necessary for optimal 
growth on our DBM. However, if pt-alanine and L-lysine are added, 
‘almost normal growth may be obtained in the absence of pyridoxine. 
This is illustrated by the results in table 3. In a DBM from which Di-ala- 

nine and pyridoxine are omitted, and L-lysine added, no growth occurs, 
and even the addition of the vitamin has only a very slight effect. Addi- 
tion of L-alanine in the absence of pyridoxine improves the growth 
response, which amounts to 100 per cent in the presence of the vitamin. 
Almost full response (82 per cent) is observed after addition of Dt-ala- 
nine, suggesting that one main function of pyridoxine is to assist in the 
conversion L-alanine — D-alanine. This vitamin has been shown to act 
as a coenzyme for alanine racemase, the enzyme catalyzing this reaction 
(Woop and Gunsawvws, 1951). The observation that D-alanine is essential 
for certain lactic acid bacteria has previously been described (cf. SNELL, 
Rapin and [kawa, 1955). 

If no lysine is included in the medium the growth response in the ab- 
sence of pyridoxine falls from about 80 to about 20 per cent (cf. tables 2 
and 3). This vitamin must therefore be involved in the biosynthesis of 
lysine. This type of mechanism has been observed for various amino 
acids in Lactobacillus arabinosus (cf. SNEuL et al., 1955). 

For our special purpose it was important to determine the concen- 
trations of vitamins necessary for optimal growth. In these experiments 
folic acid was added to the DBM, and one of the four other vitamins was 
added in concentrations corrresponding to 25, 5, 1, 0,5, 0,2, 0,04, 0,008 
times that in the normal DBM, while the other three vitamins were added. 
in the relative concentrations 5, 1, and 0,2. 

The results are shown in table 4. It is seen that the concentrations 
employed by us generally are the lowest to give maximum response. The 
reason for this choice is that under these circumstances we get straight 
line standard curves (Lovrrup and Roos, 1957). Itis possible, however, 
to double the vitamin concentrations without any noticeable effect. 
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This change in the original DBM seems advisable, as in this way 
possible losses in the content of vitamins during storage of the DBM 
are less likely to show up in the standard curves. 


Table 4. The influence of the concentrations of the vitamins 


| ee 


The vitamin concentrations are given in relation to those of the normal DBM. 


‘ Relative Relative concentration of investigated vitamin 
Investigated! concentration 7 
vitamin of the other : 

|three vitamins) 25 5 1 0.5 0,2 0.04 0.608 0 ; 
Riboflavin) 02 | 49 | 49 | 50 | 49 | 53 | 14 5 19 
i 110 97 100 110 91 36 7 4 ; 
5 109 107 109 102 93 69 18 5a 

Pyri- 0.2 70 70 66 51 43 26 21 15 

doxine 1 103 105 100 77 60 34 24 19 

D 5 103 102 92 74 64 36 24 21 

Nicotinic 0.2 60 67 74 58 55 43 20 12 

acid 1 97 97 100 92 86 60 22 16 

5 107 105 103 101 88 60 20 10 

Panto- 0.2 46 53 63 57 54 35 4 2 

thenate 1 98 102 100 106 96 39 1 2 

5 105 106 102 105 93 28 1 3 


Discussion 


The lactic acid bacteria are very particular with respect to the subs 
stances which have to be supplied to sustain growth. This also holds for 
vitamins, and from the data published by Snetzx et al. (1951), it would 
appear that the vitamin requirements of the organism investigated by us, 
Thermobacterium acidophilum R26, are similar to those of Lactobacillus 
casei. The only difference seems to be that nicotinic acid is not essential 
for the latter bacteria, whereas we have to supply it in our medium. 


Summary 


The vitamin requirements of Thermobacterium acidophilum have bee 
established. Five vitamins: Folic acid, nicotinic acid, pantothenate 
pyridoxine and riboflavin have to be supplied. The vitamin concentra- 
tions necessary for the maximal growth were determined. 
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Wechselbeziehungen zwischen Bakterien und Pilzen 
des Hochmoores* 


Von 
G. REUTHER 


Mit 18 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. September 1956) 


Die Antibioticaforschung hat das Studium der Wechselbeziehungen 
zwischen Mikroorganismen in den letzten zehn Jahren stark in den Vor- 
dergrund geriickt. Wahrend man sich anfangs hauptsachlich auf die 
Untersuchung der Verhaltnisse unter kinstlichen Kulturbedingungen 
beschrankte, ist das Problem der gegenseitigen Beeinflussung der Mikro- 
ben im natiirlichen Bereich in jiingerer Zeit besonders aktuell geworden. 

Nach Boreerr (1954) ist das vom Menschen unbertihrte Hochmoor 
ein Lebensraum mit einer weitgehend konstanten Mikroflora, die durch 
bestimmte extreme Bedingungen charakterisiert ist. Die hohe Aciditat, 
die Armut an Mineralsalzen und die schlechte Durchliiftung schlieBen im 
Vergleich zu Acker- und Waldbéden einen groBen Artenreichtum an 
Mikroorganismen und héheren Pflanzen aus. Die weitverbreitete Mycor- 
rhiza bei den Ericaceen schafft einen besonderen im Hochmoor vorherr- 
schenden Pilztypus, die Ericaceensymbionten. Da die oberen Schichten 
des Hochmoores von Ericaceenwurzeln dicht durchsetzt sind, diirften 
ihre Mycorrhizapilze groBen EinfluB auf den Abbau des Sphagnums und 
seine Uberfiihrung in den fossilen Zustand haben. Neben diesen Pilzen 
kommen auch aerobe und fakultativ anaerobe Bakterien vor, deren Be- 
teiligung bei diesen Prozessen noch zu belegen ist. 


Verschiedene Fragen der Moorbiologie wurden bereits im Rahmen der Arbeits- 
gemeinschaft Chiemseemoore und Bergener Becken bearbeitet: die experimentelle 
Synthese der Mycorrhiza aus isolierten Symbionten und Ericaceenpflanzchen 
(Woxr 1954) und der durch Pilze und Bakterien veranlaBte Pectin- und Cellulose- 


abbau (Kox 1954). 

- Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen ist es, den Antagonismus 
und Synergismus zwischen Symbionten und Nichtsymbionten einerseits 
und den Bakterien andererseits aufzuzeigen. Dabei sollen besonders der 
Abbau des Sphagnums und die biologische Aufarbeitung der daraus ent- 
stehenden Stoffe zu Huminsauren beriicksichtigt werden. Bei der Kultur 


* Gekiirzte Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat 
der Universitat Wiirzburg 1956. 
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der Organismen und der Durchfiihrung der Teste finden statt der einge- 
fiihrten Standardmedien durchweg solche Substrate Verwendung, die 
aus dem Hochmoor stammen oder den natiirlichen Verhaltnissen mog- 
lichst angepaBt sind. Diese Methodik verhindert ein schnelles Degenerie- 
ren der Bakterien und Pilze auf Grund eines tiberoptimalen Nahrstoff- 
angebotes und gibt eine gewisse Berechtigung, die in vitro gewonnenen 
Erkenntnisse auf die Vorgange in der Natur zu tibertragen. 


I. Antagonismus und Synergismus zwischen Bakterien 
und Pilzen 


Aus der Unzahl von Veroffentlichungen, besonders iiber den Antagonismus und 
die vielen Testmethoden fiir die Charakterisierung von Antibiotica (FLOREY u. 
Mitarb. 1949), seien nur einige hervorgehoben. Bereits HARDER (1911) berichtet von 
einer~Hemmung verschiedener Holzzerstérer durch Penicillium glaucum. AuBer in 
der Humanmedizin spielen auch bei der Bekémpfung von Pflanzenkrankheiten 
hemmstoffbildende Mikroorganismen eine wesentliche Rolle (JoHNson 1931, 
WinTER 1952). Ein Fehlen gewisser Arten im Erdboden 1aBt dafiir anderen um so 
mehr Raum, ihren schadlichen EinfluB auf Kulturpflanzen auszuiiben (REHM 1953). 
Zwischen den bei der Zerstérung von Holz wirksamen Basidiomyceten sind anti- 
biotische Wechselwirkungen nachgewiesen worden (OPPERMANN 1951). Die anti- 
biotischen und symbiotischen Beziehungen einer natiirlichen Mikroflora von Acker- 
und Waldbéden, ihre Bedeutung fiir die artenmaBige Zusammensetzung, fiir den 
Abbau der organischen Substanz und der daraus resultierenden Hinfliisse auf Kei- 
mung und Entwicklung der héheren Pflanzen kennzeichnen ihre enge Verflechtung 
und ihre Vielgestaltigkeit (WINTER 1951, WALLHAUSER 1951). 


Zur Untersuchung der Verhaltnisse im Hochmoor wurden folgende 
von BurGe#FF isolierte, aus dem aeroben Bereich des Hochmoores stam- 
menden Pilze und Bakterien benutzt (Zusammenstellung aller in dieser 
Arbeit verwendeten Organismen): 


1. Ericaceensymbionten, der Gattung Cladosporiwm nahestehend: 
464 (Sym) Cladosporium macrocarpum PreuB. 4318¢(Sym) 4886 (Sym) 


461 (Sym) gute Symbiosebildner Rh 31(Sym) 491 (Sym) 
478 (Sym) Rhd3 (Sym) 6010 (Sym) 
4714 (Sym) 4719 (Sym) 5014 (Sym) © 
4318b (Sym) 484a(Sym) 5021 (Sym) © 


2. Mortierellen. 4355 (M), 4343 (M), 5040 (M) u. 4631 (M). 

3. Penicillien. 4725 (P) u. 501 (P); ,,Peripen‘. 

4. Verticillien. 428 (V) u. 508 (V). 

(2., 3. u. 4. Benennung nach Wo r, 1954). 

5. Bakterien. 15G: Stabchen, an den Ecken abgerundet, 1:4. Ohne Sporen, gelb, 
gramnegativ, fakultativ anaerob. — 16/4; Stibchen, 1:6. Mit Sporen, farblos, 
gramnegativ, fakultativ anaerob. — 17/9: Kurzstibchen, 1 : 3. Ohne Sporen, farb- 
los, gramnegativ, fakultativ anaerob. 


Allgemeine Methodik 


Meist diente als Nahrboden 1%iger Sphagnumagar. 10g Sphagnum in 1 Ltr. 
Aqua dest. aufgekocht, ausgepreBt und mit 15 g Agar versetzt; py 4,5. Ein syn- 
thetischer Nahrboden E 43, dessen Zusammensetzung den Moorverhiltnissen 
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angepaBt ist, fand dann Verwendung, wenn ein genau definiertes Medium zwecks Ver- 
anderung eines Faktors erforderlich war. E 43 (n. Burcerr): KH,PO, 0,75 ¢; NH,Cl 
0,25 g; CaCl, 0,25 g; MgSO, . 7 H,O 0,25 g; Amylum solubile 2,50 g; FeSO, 0,10 g; 
Agar 15,0 g; Aqua dest. 1000 g; py 5, 3 

Zur Gewinnung der Pilz- und Bakterienkulturfiltrate wurde entweder ein festes 
Substrat, bestehend aus mit Aqua dest. durchtriinkten ganzen Sphagnumpflanzchen 
verwendet oder 1% ige Sphagnumaufkochung als Kulturlésung. Die Kulturzeit war 
auf Grund der relativen Nahrstoffarmut der Kulturmedien und dem ohnedies lang- 
samen Wachstum der Ericaceensymbionten durchwegs langer als iiblich. Weitere 
Einzelheiten der Methodik werden in den betreffenden Kapiteln gesondert be- 
handelt. 

Fiir die Teste auf Hemmung und Foérderung wurden von den Pilzen 
lediglich die fiinf besten Symbiosebildner 464 (Sym), 461 (Sym), 478 
(Sym), 4318b (Sym), 4714(Sym), 482(V), 4355(M) und 4343 (M) 


herangezogen. 


I. Das Verhalten der Pilze zueinander 


A. Mischkulturen 


Methodik. Um bei allen Platten eine annahernd gleiche Schichtdicke zu erhal- 
ten, wurde in jede Petrischale die gleiche Menge (25 cm?) Sphagnumagar gegossen. 
Beimpfung mit klemen Agarblockchen aus den Stammkulturen jeweils in 4 cm Ent- 
fernung, entweder gleichzeitig bei Pilzen mit gleicher Wachstumsgeschwindigkeit 
oder zu verschiedenen Zeitpunkten bei entsprechend anderen Wuchsverhaltnissen. 
Kultur bei 25° C im Thermostaten. Der Mycelzuwachs wurde in regelmaBigen Ab- 
standen durch Markierung unter dem Binokular registriert, woraus man die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit der einzelnen Pilze ermitteln konnte. Ausgefiithrt wurden 
100 Kombinationen; die langsam wachsenden Symbionten waren bereits drei Wo- 
chen alt, als die schnell wachsenden Nichtsymbionten hinzugeimpft wurden. 
AbschluB des Versuches nach 6 Wochen. 

Ergebnisse. In einer groBen Zahl von Platten war eine mehr oder 
minder starke Hemmung zwischen den Mycelien zu beobachten. Selbst 
bei Individuen von der gleichen Art bildete sich oft eine wenn auch ge- 
ringe Hemmzone aus. Die von OPPERMANN (1951) aufgestellten verschie- 
denen Méglichkeiten des gegenseitigen Verhaltens von Pilzen in Misch- 
kulturen konnten im wesentlichen auch hier festgestellt werden. Aus der 
Fiille der Beobachtungen seien hier einige Skizzen von charakteristischen 


Vertretern der betreffenden Hemmtypen wiedergegeben (Abb. 1a—i). 


Typ I. Pilz A wird von Pilz B in mehr oder weniger groBer Entfer- 
nung gehemmt. 

1. Pilz A wird zunachst stark gehemmt; dann folgt allmahliches Um- 
wachsen der Pilze B. Hierzu folgende Kombinationen: 482(V) : 4714 
(Sym) (Abb. 1a); 464(Sym) : 4318b (Sym) (Abb. 1b); 482 (V) : 461 
(Sym); 464 (Sym) : 461 (Sym); 464 (Sym) : 4714 (Sym); 464 (Sym) : 
478 (Sym) und 4355 (M) : 4725 (P). 

2. Pilz A tiberwdchst die Hemmzone schnell und wachst auf Pilz B 
hinauf: 508 (V) : 4714 (Sym) (Abb. 1c). 
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3. Pilz A iiberwachst nach anfainglicher Hemmung Pilz B vollkommen. 
Hierzu: 4355 (M) : 4714(Sym) (Abb.1d); 4355 (M) : 43186 (Sym); 
428 (V) : 4318b (Sym). 

4. Pilz A tiberwachst den zundchst hemmenden Pilz B mit Wachstums- 
beschleunigung. Hierzu: 482(V) : 478 (Sym) (Abb. 1e); 482 (V) : 464 
(Sym); 508 (V) :464(Sym); 508 (V) : 461(Sym). Der tiberwachsene 
Teil zeichnete sich durch besonders starke Fruchtk6rperbildung aus. 


d 


GO) Eo 


Abb. la—i. Hemmtypen der untersuchten Pilze 


Zusammenfassend lat sich zu Typ I sagen, da die stirksten Hem- 
mungserscheinungen zwar bei Pilz A zu erkennen sind, Pilz B jedoch auch 
teilweise gehemmt ist. Nur in wenigen Fallen wachst Pilz B ohne Hem- 
mung auf den leicht gehemmten Pilz A hinauf; so wird 4343 (M) von 464 
(Sym), 4714 (Sym) und 461 (Sym) iiberwachsen. 

Typ I. Beide Pilze stellen in einiger Entfernung voneinander das 
Wachstum ein. Hierzu: 478 (Sym) : 4318b (Sym) (Abb. 1f); 478 (Sym) : 
478 (Sym); 4318b (Sym) : 4318b (Sym); 4714 (Sym) : 478 (Sym); 461 
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(Sym) : 478 (Sym); 461 (Sym) : 4318b (Sym); 461 (Sym) : 461(Sym) ; 
4725 (P) : 4725 (P). Ferner folgender etwas abweichender Typ: 4725 
(P) : 461 (Sym) (Abb. 1g); 4725 (P) : 4318b (Sym). Bei 4725 (Py i478 
(Sym) und 425 (P) : 464 (Sym) sind die Symbionten mit ganz diinnem 
-Mycel noch etwas in die Hemmzone hineingewachsen. 
_ In Typ II werden also bleibende Hemmzonen von Pilzen ungeféhr 
_gleicher Wuchsform gebildet. 
: Typ III. Beide Pilze wachsen ungehindert aneinander heran, stellen 
aber beim Zusammentreffen das Wachstum ein. Meist schieben sich die 
_Mycelien an der Beriihrungsflache etwas ineinander. Dieser Typ entsteht 
bei den schnell wachsenden Mycelien der Nichtsymbionten von derselben 
Art oder im Habitus ahnlicher Individuen. Hierzu: 508 (V) : 508 (V) 
(Abb. th). 

Typ IV. Der eine Pilz tiberwachst den anderen, wobei die Wachstums- 
geschwindigkeit des ttberwachsenden die gleiche bleibt oder nachlaBt. 
Hierzu: 452 (V) : 4725 (P) (Abb. 11); 508 (V) : 4725 (P); 508 (V) : 4343 
(M); 482 (V) : 4343 (M); 482 (V) : 4355 (M). 

Zusammenfassung. Die bei Typ I und Typ II gemachten Beob- 
achtungen lassen eindeutig eine Hemmung erkennen. Auferdem glie- 
dern sich dabei die Kombinationen in Gruppen auf, die fiir bestimmte 
Hemmungstypen charakteristisch sind. So gehéren mit einigen Ausnah- 
men die Mischkulturen aus Symbionten -+ Nichtsymbionten zu I und 
die aus Symbionten + Symbionten zu II. Ob es sich hierbei um einen 
echten Antagonismus im Sinne einer Antibioticabildung handelt oder ob 
andere Faktoren dafiir verantwortlich sind, kann erst der Filtrattest 
entscheiden. 


B. Untersuchung von Pilzkulturlésungen auf Hemmstoffe 

Methodik. In 75 cm’ 1%iger Sphagnumaufkochung im 300 cm? Erlenmeyer- 
Kolben wurden die Pilze 4 Wochen bei Raumtemperatur kultiviert. Die steril fil- 
trierte Kulturlésung wurde dann nach der Lochtestmethode von FLEMING (OPPER- 
MANN 1951) auf ihre antibiotischen Eigenschaften gepriift. Sobald die Symbionten 
2. em und die Nichtsymbionten 3 cm Durchmesser erreicht hatten, wurde in 0,5 cm 
bzw. 1 em Abstand vom Mycel mit einem Stahlzylinder ein Loch von 10mm Durch- 
messer aus dem Nahrboden ausgestanzt und jeweils 0,2 cm? Kulturlésung hinein- 
gegeben. Kultur auf Sphagnumagar bei 25° C im Thermostaten. Das Verhalten der 
Pilze in Mischkulturen machte in den Fallen den Filtrattest iiberfliissig, bei denen 
keinerlei Wachstumshemmung eingetreten war (III und IV). 

Ergebnisse. Keine der untersuchten Kulturlésungen vermochte die 
auf das Stanzloch zuwachsende Pilzfront zu hemmen. Die Pilze bildeten 
also auf diesem Substrat keine Antibiotica, die das Wachstum anderer 
Pilze so beeinflussen kénnten, wie wir es bei der Mischkultur beobachtet 
haben. Auch OpPERMANN (1951) weist auf eine Verringerung der Zahl der 
Antagonisten durch den Filtrattest hin. Als einzige Ursache fiir die Hem- 
mung in Mischkulturen bleibt also nur der Nahrstoffmangel, was in 
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Anbetracht der Nihrstoffarmut des Kulturmediums auch verstandlich - 
ist. Im Interesse einer gewissen Wahrung der natiirlichen Wachstums- 

bedingungen im Moor eriibrigte sich die Wiederholung der Teste auf 
Malz-Pepton-Nahrbéden. Auferdem ist dieses Substrat fiir manche Pilze | 
iiberoptimal; denn ihre Wachstumsgeschwindigkeit lie8 nach, das Mycel | 
ging im alteren Teil bereits stark in Autolyse tiber (vgl. R. Scumipr, 1925). 

Von diesem Gesichtspunkt aus finden viele Erscheinungen im Verhal- 

ten der Pilze beim Vitaltest ihre Erklarung. Beim Vitaltest Symbionten | 
+ Nichtsymbionten ist auf Grund der dreiwéchigen Vorkultur der Sym- 

bionten und einer dichten Mycelausbildung eine Erschopfung des Nahr- | 
bodens eingetreten, so daB die diinnen und schnellwachsenden Mycelien . 
der Nichtsymbionten gehemmt werden, sobald sie den Einzugsbereich . 
des anderen Pilzes erreicht haben. An den Seiten bleibt die urspriing- | 
liche Wachstumsgeschwindigkeit noch erhalten, waihrend das dem Test- | 
pilz gegeniiberliegende Mycel sich nur verlangsamt vorschiebt (vgl. Typ I). . 
Es sind dies also Pilze ganz verschiedener Wuchsform, die keinen unbe- | 
wachsenen Hemmungsraum hinterlassen, weil die Nahrstoffanspriiche : 
eines ohnedies lockeren Mycels geringer sind. Anders ist es bei Pilzen , 
mit annadhernd gleichem Habitus und gleich hohem Nahrstoffbedarf, , 
falls sie, wie die Symbionten, ein dichtes Mycel ausbilden. Sie wachsen | 
bis zu einem bestimmten Abstand aufeinander zu und bilden dann, 
einen bleibenden, mehr oder weniger spindelf6rmigen Hemmraum aus } 
(vgl. Typ II). R. Scumrpr (1925) hat bei Phycomyceten im Mischtest ; 
Stickstoffmangel als Ursache einer solchen Hemmung festgestellt. 


Diese Untersuchungen beweisen, dab zwischen Ericaceensymbionten | 
und anderen Pilzen im Hochmoor kein echter Antagonismus im Sinne} 
einer Antibiose vorliegt. 


2. Das Verhalten der Bakterien zueinander 


Schon lange bevor Antibiotica als ,,biogene Antiseptica hohen Wirkungsgrades* | 
(ErrtincerR 1951) besonders in Erscheinung traten, war das Problem der gegen- | 
seitigen Schidigung und Férderung von Bakterien Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen (PRINGsHEIM 1920). Bei der Wechselwirkung zweier Organismen in| 
Mischkultur tritt eine Schidigung auf bei Entzug der Nahrung, bei Bildung schad- | 
licher Stoffwechselprodukte und ungiinstiger Verschiebung des pq-Wertes. Eine | 
Forderung ergibt sich beim enzymatischen Aufschlu8 von Niahrstoffen fiir einen: 
Organismus durch den anderen (Zuckern, Aminosiuren und dergl.), bei giinstiger 
pu-Verschiebung und beim Auftreten eines Férderstoffes von Wirkstoffcharakter, 


Im folgenden sind die gegenseitigen Einfliisse der Moorbakterien | 
15 G, 16/4 und 17/9 niher untersucht. 


A. Mischkulturen 


Methodik. Getestet wurde im Strichtest auf Sphagnumagar, wobei jeder der: 
Staémme einmal Antagonist und einmal Teststamm war. Bei verschiedenem Alter 
des Antagonisten wurden die anderen Bakterien zugeimpft, wobei auf einen 
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moglichst gleichmaBigen Verlauf der Striche geachtet wurde. Bebriiten bei 25° C, 
Auswertung nach zwei Tagen. 

Ergebnisse. Ob ein direkter Antagonismus vorliegt oder ob es sich 
wiederum nur um Niahrstoffmangel handelt, geht aus den Kulturen nicht 
klar hervor. Ist der Antagonist 2.Tage alt, sind bereits alle Teststriche, 
nach weiteren 2 Tagen durchschnittlich 5—7 mm gehemmt, auch die 
der gleichen Art. Betraigt die Vorkultur 4 Tage, dann haben sich die 
Hemmwerte verdoppelt; bei 6 Tagen trat keine Erhéhung mehr ein. 

Zu 600 cm* Sphagnumagar wurden 400 cm® E 43-Agar zugegeben 
(wobei an die Stelle von Amylum solubile Glucose trat), um den Nahr- 
boden zu verstirken. Das Bakterienwachstum war besser und der Unter- 
schied zwischen normaler und gehemmter Entwicklung zeichnete sich 
deutlicher ab (Tab. 1). 


Tabelle 1. Bakterien gegen Bakterien, Strichtest. Hemmbreiten in Millimeter 


Antagonist 16/4 17/9 15 G 

Teststamm 16/4 17/9 15G 16/4 17/9 ‘15 G 16/4 17/9 15 G 
Beimpfung: 0 0 0 0 0 0 0 Qe |G 
gleichzeitig | 
nach 2 Tagen 0 0 0 13 0 0 13 0 0 
nach 4 Tagen 21 0 0 21 0 0 21 0 0 
nach 6 Tagen 12 12 5 12 8 6 12 8 6 
nach 8 Tagen 13 13 4 13 7 + 16 19 4 


Bei Beimpfung nach 2 und 4 Tagen wird also 16/4 durch 17/9 und 
15 G vollkommen gehemmt; erst nach weiteren 2 Tagen zeigte sich ein 
schwaches Wachstum (Riickgang der Hemmung), das jedoch seine volle 
Intensitaét nie erreicht hat. Die Stamme 17/9 und 145 G blieben unbeein- 
fluBt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die Bacteriostase bei 16/4 auf der 
Wirkung eines Antibioticums beruht, das von 17/9 und 15G gebildet 
wird. Ist der Antagonist alter als 4 Tage, wurden generell alle Test- 
stamme gehemmt. 


Um dieseVerhaltnisse aufzuklairen, wurde der Filtrattest herangezogen. 


B. Test von Bakterienfiltraten 


Methodik. Die Testbakterien wurden ‘zundchst in 5 cm? Sphagnumabsud 
24 Std bei 25° C vorkultiviert und davon 1 Tropfen zu 25cm? handwarmem 
Sphagnumagar zugegeben, umgeschiittelt und in Petrischalen ausgegossen. Man er- 
reichte dadurch eine gleichmafige Verteilung der Keime im Nahrboden. Die Test- 
fliissigkeit wurde einmal durch 6tagige Kultur der Bakterien auf 50 cm 1% iger 
Sphagnumaufkochung gewonnen, zum anderen aus dem PreBsaft einer 4 Wochen 
alten Kultur auf 1g Sphagnumpflanzchen. Es wurde nach der Lochtestmethode 
verfahren. 

Ergebnisse. In keinem der untersuchten Faille zeigte sich irgendeine 


Beeinflussung der Bakterien durch die Kulturfiltrate derselben oder 
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anderer Stimme. Diein der Mischkultur aufgetretenen Hemmungs- 
erscheinungen sind also mit dem Filtratrest nicht mehr reproduzierbar. 
DaB es sich bei der Hemmung auf gewdhnlichem Sphagnumagar um 
Nahrstoffmangel handelte, ist verstandlich; denn alle Teststriche 
waren gehemmt. Anders hingegen auf dem verstarkten Nahrsubstrat, 
wo der Zusatz die Bildung eines Antibioticums angeregt hat; Bakterio- 
stase nur bei bestimmten Staémmen deutet darauf hin. 


3. Die Beeinflussung der Bakterien durch Pilze 
Es ist dies wohl die meist untersuchte Art von Wechselbeziehung 
zwischen Mikroorganismen. Eine Ubersicht iiber die Hemm- und Férder- 
zonentypen sowie iiber deren Entstehungsursachen findet sich bei WALL- 
HAUSER (1951) und OPPERMANN (1951). 


A. Mischkulturen 


Methodik. Die Testbakterien wurden in Sphagnumagar homogen aufge- 
schwemmt (vgl. 8.99) und gleichzeitig mit kleinen Bléckchen des betreffenden 
Pilzes beimpft. Der Mycelzuwachs wurde im Abstand von 2 Tagen gemessen und 
mit dem auf gewéhnlichen Sphagnumnahrboden verglichen (s. 8. 110). Bebriitung 
bei 25° C; Kulturdauer 4 Wochen. 

Ergebnisse. In keinem der untersuchten Falle wurden die Bakterien 
von den Pilzen im Vitaltest gehemmt, sondern es war eine deutliche Fér- 
derung der KoloniegréBe zu beobachten. Der Zeitpunkt des Férderungs- 
beginns variierte je nach Wachtumsgeschwindigkeit des Pilzes und Inten- 
sitat der Beeinflussung zwischen 2 und 6 Tagen nach der Beimpfung. 
Bei den vielen Wiederholungen dieser Kombinationen blieben die 
Forderradien nicht immer konstant, sondern unterlagen einer gewissen 
Schwankung. Im wesentlichen blieben die Werte so, wie sie Tab. 2 zeigt. 


Tabelle 2. Ubersicht iiber die Forderwirkung der Pilze auf die Bakterien im Vitaltest 
nach 4 Wochen Kultur. Férderradien in Millimeter 


| 464 | 461 | 4318b| 4714 | 478 | 4725 | 4355 | 4343 | 1 | 

| (Sym) | (Sym) | (Sum) | (Sym) | (Sym) | (P) | CM) | (uy {908 () | 482 (V) 
a i Ss eS i: ah ee ie Pe | 
17/9 15 7 4 OE ks 10 — | = — —- 
ee \7c16 7) 9 et eet hace | | 


Es sind also alle untersuchten Symbionten Férderer, von den Nicht- 
symbionten ist es lediglich Penicillium 4725 (P). Die Koloniegré&e nahm 
entweder von innen nach auBen kontinuierlich ab oder die Férderzone 
war gleichmaBig ausgebildet mit einer mehr oder minder scharfen AuBen- 
grenze. Bei den schwachen Férderern 478 (Sym), 4714(Sym) und 
4318b (Sym) blieb die Ausbildung der Férderzone bald hinter dem Mycel- 
zuwachs zuriick; die Griinde hierfiir werden spiter diskutiert (vgl. 
Abb. 7). Bei 4725 (P), 464 (Sym) und 461 (Sym) entstand ein Hof um 
das Mycel; 4715 (P) wuchs allmihlich dariiber hinweg. 
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Kigenartig verlief die Entwicklung des Bakterienstammes 15 G unter 
dem Hinflu8 von 464(Sym): Erstes Auftreten der Foérderung nach 
3 Tagen unter Ausbildung einer 3 mm breiten Zone starken Bakterien- 
wachstums und 4mm geringerer Foérderung. Nach 5 Tagen pragte sich 
ein knapp 1 mm breiter Férderungswall aus als scharfe Abgrenzung nach 
auBen. Allmahlich verschwand die Grenze zwischen dem ersten und 
zweiten Férderungshof, so da innerhalb des Walles eine einheitliche 
Koloniegr6Be vorlag. Der Wall selbst kam mit der Zeit immer mehr 
innerhalb der Férderzone zu liegen; denn nach weiteren 3 Wochen hat 
der Radius um 15 mm zugenommen (Abb. 2). 


Abb. 2, 464 (Sym) auf 15 G. 5 Tage alt, 18 Tage alt 


Auf Grund dieser Beobachtungen kann man zwei Stoffe mit ver- 
schiedener Diffusionsgeschwindigkeit und Foérderwirkung annehmen 
(vgl. auch WaLLHAUSER, 1951). Andrerseits kénnte dasselbe Phanomen 
von einem einzigen Stoff hervorgerufen werden, wenn man das physiolo- 
gische Alter der Bakterien in Betracht zieht; denn die weiter auBen 
liegenden Kolonien werden von dem fordernden Agens spater erfaBt, 
sind also alter und AuBeneinfliissen weniger zuganglich. Daf trotzdem 
der Bereich starkerer Férderung in der ersten Halfte der Kulturzeit noch 
bis zum urspriinglichen Randwall vorriickte, mag auf die Erhohung der 
Konzentration des laufend vom Pilz ausgeschiedenen Stoffes zuriick- 
zufiihren sein. Ob diese Annahme zutrifft, sollen die auf S. 107 ff. beschrie- 
benen Methoden entscheiden. Die Erklarung des Walles selbst auf dieser 
rein stofflichen Basis ist schwierig; denn er ist zu schmal, um eine Zone 
optimaler Férderstoffkonzentration dafiir verantwortlich zu machen. 

Die Fahigkeit zur Forderung von Bakterien durch Symbionten, die 
noch in Verbindung mit der Wirtspflanze stehen, wurde bei 4714 (Sym) 
nachgewiesen. Auf Wasseragar wurde Calluna steril ausgesdét und 
4714 (Sym) hinzugeimptt. SproB- und Wurzelbildung der Pflanzchen 
nach 7 Monaten waren gut, das Mycel dem nahrstoffarmen Substrat 
entsprechend sehr ditnn. Mikroskopisch konnte eine Infektion der 
Wurzelepidermis durch den Pilz festgestellt werden. Einige dieser 
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Calluna-Pflinzchen wurden dann auf die Bakterienaufschwemmungen 
aufgesetzt. Die an den Wurzeln haftenden Hyphen des Symbionten 
schlossen sich zu einem Mycel geringer Grofe zusammen. Die Forderung 
der Bakterien war schwach; auch der isolierte Pilz wirkte nicht besonders 
stimulierend. 

Die Einwirkung der Pilze auf die Bakterien im Mischtest laBt eimen 
Forderstoff vermuten, der im Filtrattest biologisch nachgewiesen werden 
soll. 

B. Beeinflussung durch Pilzfiltrate 


a) Die Lochtestmethode 


Methodik. Die Kultur der Pilze zur Gewinnung der Testfliissigkeit erfolgte 
entweder auf 1 g mit Aqua dest. durchtrinkten Sphagnumképfchen 4 Wochen bei 
Raumtemperatur (vgl. 8.97) oder im 300 cm* Erlenmeyer-Kolben in 50 cm$ 1% iger 
Sphagnumaufkochung. In der Kulturlésung wuchsen die Pilze hauptsachlich sub- 
mers. Das Filtrat eines unbeimpften Ansatzes wurde jedesmal als Kontrolle mitge- 
testet. Die Fliissigkeitskulturen boten die Méglichkeit einer sterilen Entnahme von 
Proben in zeitlichen Abstanden. 

Bei den Bakterienaufschwemmungen wurde darauf geachtet, dah 
zumindest innerhalb der Testserie die genau gleiche Einsaatmenge 
herrschte; da sie nicht ohne EinfluB auf GréBe und Art der Férderzone ist 
(KOHLER 1954). 

Ergebnisse. Beim Test der steril filtrierten PreBsafte aus den Pilz- 
kulturen auf Sphagnumk6pfchen ergab sich ein vollig anderes Bild. Nur 
bei 464 (Sym) war ein Forderstoff nachzuweisen, Zonenbreite mit 17, 20 
bzw. 10 + 11 mm fiir 16/4, 17/9 baw. 15G; die tibrigen Pilze 461 (Sym), 
4318b (Sym), 4714 (Sym), 478 (Sym), 4725 (P), 4855(M), 4343 (M), 
508 (V), 482(V), die sich im Vitaltest als Férderer herausstellten, 
waren negativ. 

Die unbewachsene Kontrolle rief ebenfalls eine wenn auch geringe 
Foérderung hervor (5,6 bzw. 5mm). Es handelt sich hier um eine zusitz- 
liche Nahrstoffzufuhr, die bei bewachsenen Kulturen wegfallt, weil das 
Sphagnum stark der pilzlichen Zersetzung unterliegt. Bei 75 G wurde der | 
gleiche Forderzonentyp gebildet wie beim Vitaltest; d.h. eine 10 mm 
breite Zone starker Férderung und eine Zone schwacher Férderung mit 
1mm breitem Randwall. Nach 15 Tagen gingen die zu Beginn deutlich 
gegeneinander abgegrenzten Férderungshéfe allméhlich ineinander tiber, 
so daB die KoloniegréBe bis zum Randwall nahezu gleich war (Abb. 3au.b). 

Fir dieses sehr unterschiedliche Verhalten der fraglichen Pilze in bezug 
auf Stimulierung des Bakterienwachstums, auf Grund nur wenig ver- 
schiedener Wachstumsbedingungen, gibt es folgende Erklarungen: 

1. Beim Bewuchs sterilisierter Sphagnumteile wird von den Pilzen kein 
Forderstoff gebildet. 2. Der fragliche Stoff ist sehr unbestandig und zer- 
fallt im Filtrat nach kurzer Zeit, wihrend er im Vitaltest durch den 
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wachsenden Pilz immer nachgeliefert werden kann. 3. Die Konzen- 


_ tration ist so gering, da keine Férderung mehr erfolgen kann. 


Um Punkt 3 zu kléren, wurden die Filtrate im Vacuum bei 40°C auf 
ein Drittel ihres Volumens eingeengt und getestet. 
AuBer dem ohnehin schon férdernden Filtrat von 464 ( Sym) konnte 
nur bei 4725 (P) eine ganz geringe Wirkung (3 mm) festgestellt. werden. 
: In den Filtratresten von 461(Sym), 4318 b (Sym), 4714 (Sym) und 


Abb. 3. Bakterienkolonien 15 G auf Sphagnum-K6pfchen; 8 Tage alt. a gefordert, b ungefordert 


478 (Sym) war also kein Férderstoff nachzuweisen. Die Wiederholungen 


brachten dasselbe Ergebnis. 


Werden die Pilze jedoch auf fliissigem 


Substrat geztichtet (vgl. 8.97) und ihre Kulturlosung gegen Bakterien 
getestet, erweisen sich alle im Vitaltest positiven Pilze(vgl.Tab. 2) auch 
hier als Forderstoffproduzenten. Wahrend der 7wochigen Kulturzeit 
wurden im Abstand von 7 Tagen Proben herauspipettiert und unter- 
sucht (Tab. 3). 


Tabelle 3. Test der Pilzkulturlésungen am fliissigen Substrat 


Pilz 464 (Sym) 461 (Sym) 4714 (Sym) |1438 b(Sym)| 478 (Sym) 4725 (P) 
Bakt. 17/9 | 16/4 | 17/9 | 16/4 | 17/9 | 16/4 | 17/9 | 16/4 | 17/9 | 16/4 | 17/9 | 16/4 
1.-Yest. Oo | — oO}; — Oo; — Oo; — 0 — Oo; — 
2. Test. 13; — | 13 | — 37 — s6 = 9 — | 13) — 
3. Test. 9 9 3} — 3 0) 0) 0) 0 @) 5 5 
4. Test. 15 12 0 15 15 Ms) 0 15 a3 10 LOE LO 
5. Test. 12 12 —- gs§ | — {12} — 8 ; — | 12 
6. Test. 15 15) 18 12 13 15 11 Uf 3 7)/—)]— 
7. Test. — 14 — nugget.) — 14 — 14 = 9 — — 


Radius der Férderzone in Millimeter; 0 keine Forderung 


; — nicht untersucht. 


Die ohnedies wirkungslosen restlichen Nichtsymbionten sind nicht aufgefiihrt. 


Nach zwei Wochen Kultur haben die Symbionten und Penicilliwm 
bereits groBe Mengen Férderstoff in die umgebende Lésung abgegeben. 
Die Intensitaét der Foérderwirkung hat bis Versuchsende im groBen und 


104 G. REUTHER: 


ganzen nicht nachgelassen, auBer mit erheblichem Riickgang beim 
3. Test. Die unbewachsene Kontrolle war negativ. Die Anordnung der 
Pilze nach dem Grad ihrer Wirksamkeit ergibt: 464(Sym) > 4714 
(Sym) > 461 (Sym) > 4318b (Sym) > 4725 (P) > 478 (Sym). 

AnschlieBend wurden die Pilzmycelien aus der urspriinglichen Kultur- 
lésung entfernt, diese steril durch ein Bakterienfilter filtriert und bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. Nach 12 Wochen hatten die Losungen 
ihre charakteristischen Eigenschaften gegeniiber den Bakterien noch 
nicht eingebuBt. Somit ware auch Punkt 2 widerlegt. 

Werden den Pilzen verschiedene Teile der Sphagnumpflanzchen 
getrennt, sowohl als festes wie auch als fliissiges Substrat angeboten, so 
andern sich die Verhaltnisse nicht. In der Kulturlésung aus Sphagnum- 
képfchen bereitet, wird von allen 6 genannten Pilzen Forderstoff gebildet; 
bei Kultur auf dem entsprechenden festen Substrat nur von 464 (Sym) 
und schwach von 4725 (P). Genauso verhailt es sich bei Verwendung von 
abgestorbenen Sphagnum-Mittel- und Unterteilen. 


b) Messung der CO,-Bildung der Bakterien 


Als Kriterium fiir die Virulenz einer Einsaat wird die Menge des 
gebildeten CO, herangezogen, oder auch gleichzeitig der relative Minerali- 
sierungsgrad eines organischen Substrates. Bereits WAKSMAN u. STEVENS 
(1929) haben aus dem Moor stammendes Material der Abbautatigkeit von 
dort vorkommenden Mikroorganismen ausgesetzt und die CO,-Werte 
gemessen. Auch wachstumshemmende oder férdernde Substanzen 
miissen sich neben anderen Kriterien im CO,-Wert ausdriicken (NESE- 
MANN 1953). In unserem Falle wurde auf Sphagnumteilen, die in der 
Natur bereits abgestorben waren, die CO,-Bildung der Testbakterien 
unter KinfluB von 464 (Sym)-Kulturlésung untersucht. 


Methodik. In Spezialkolben mit einem Zu- und Ableitungsrohr wurden je4dg 
fein zerriebene Sphagnumunterteile eingebracht und mit 200 em3 Aqua. bidest. 
durchtrankt. Nach dem Sterilisieren wurden die Kolben mit je 2 cm einer 24 Std 
alten Bakteriensuspension der Stiémme 14 G, 16/4 und 17/9 beimpft. Je Stamm wur- 
den 4 Kulturen angesetzt, wobei zu 2 davon je 4 cm? einer 4 Wochen alten Kultur- 
losung von 464(Sym) hinzukamen. Die forderstoffhaltige Lésung hatte nach der 
Lochtestmethode einen Wirkungsradius von 6mm. AnschlieBend wurde die CO,- 
haltige Luft aus den Kolben entfernt und durch CO,-freie ersetzt, indem man die 
Luft durch einen Natronkalkturm leitete. Das Kindringen von Luftkeimen verhin- 
derte ein vorgeschaltetes mit steriler Watte verstopftes Rohr. Das gebildete CO, 
wurde in 400 cm} halbgesattigter Ba(OH),-Lésung von bekanntem Titer aufgefan- 
gen. Die Verwendung von Spiralwaschflaschen verhinderte ein zu schnelles Durch- 
strémen des Gases. Nach 30 min Durchleiten des Gasstromes wurden die Absorp- 
tionsfliissigkeiten rasch zusammengegossen und der Niederschlag absitzen lassen. 
Von der iiberstehenden klaren Lésung wurden viermal 10 cm? entnommen und mit 
n/10 HCl gegen Thymolphthalein als Indicator titriert. Bebriitung bei genau 25° C. 
Die Messungen erfolgten jeden 3. Tag. 
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Ergebnisse. Das Verhalten der Bakteriensaaten wahrend der 
Kulturzeit unter normalen und geférderten Wachstumsbedingungen 
zeigen Abb. 4, 5, u. 6. 

Bei Stamm 1/5G (Abb. 4) haben die Bakterien unter EinfluB des 
Foérderstoffes innerhalb von 42 Tagen insgesamt 407,44 mg CO, gebildet, 


60 80° 
g C0, mg CO, 
70 70 
60 60 
50 50 
40 40 
30 30 
20 20 
10 10 
a iT a aT ar a aT? 
Tage Tage 
Abb. 4. Bakterienstamm 15 G, CO,-Bildung Abb. 5. 
o——oO normales Wachstum Bakterienstamm 17/9, CO,-Bildung 


o----o geférdertes Wachstum 


le a Mesa) 
0 6 a 6 LH 80, 6 42 YG 5 60 


Tage 


Abb. 6. Bakterienstamm 16/4, CO.-Bildung. Bei erneuter Zugabe von Forderstoff 


‘gegentiber 201,78 mg ohne Forderung. Die Stimulierung der Bakterien 
fiihrte also zu einer um 50,5 % héher liegenden Ausbeute des Substrates. 
Die Kurven weisen in vielen Punkten Ubereinstimmung auf. Jede hat 
8 Maxima und 2 Minima; die ersten und die letzten Maxima fallen auf 
den gleichen Zeitpunkt, die zweiten liegen 3 Tage auseinander. Bei beiden 
liegt der absolute Héhepunkt der Entwicklung am 9. Tag, und in den 
darauffolgenden 6 baw. 9 Tagen erfolgt auch der starkste Abfall. 
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Anders verhalt sich Stamm 17/9: Die Wirkung des Férderstoffes war 
minimal oder iiberhaupt nicht vorhanden; denn der Unterschied betragt 
bei 300,08 mg CO, gegenitiber 290,18 mg CO, nur 3,3°, was noch inner- 
halb der normalen Schwankungsbreite liegt. Die beiden Kurven verlaufen 
zwischen dem 9. und dem 21. Tag nahezu gleich; in den anschlieBenden 
weiteren 12 Tagen sinkt die CO,-Bildung unter den normalen Bedingun- 
gen zu einem Minimum ab, wihrend die mit der Pilzkulturlésung ver- 
setzten Bakterien gleichzeitig ein Maximum ausbilden (Abb. 5). Dabei 
wiire an eine Stimulierung zu denken, die deshalb nicht zu einem friitheren 
Zeitpunkt einsetzt, weil die physiologische Aktivitat der jungen Einsaat 
bereits ihr Optimum auf diesem Substrat erreicht hat. Man beachte, daf 
15G und 16/4 im Stadium ihrer besten Forderung nicht mehr CO, 
gebildet haben als 77/9 unter normalen Kulturbedingungen. 

Die CO,-Bildung von Stamm 16/4. Im Zeitraum von 48 Tagen haben 
die geforderten Bakterien 337,04 mg CO, gebildet, die ungef6rderten nur 
230,78 mg; das sind 31,6°% mehr. Die in ihrem Verlauf entsprechend 
weit auseinander liegenden Kurven zeigen auch hier wieder gewisse 
Ubereinstimmungen (Abb. 6). Die Maxima fallen zusammen auf den 9. 
und den 24. Tag; der erste starke Abfall zu einem Minimum am 18. Tag 
erfolgt ebenfalls gleichzeitig, und in den letzten 15 Tagen ist in beiden 
Bereichen die Abbautatigkeit nahezu gleich. Gibt man aber nach 48 Tagen 
zu den bereits geforderten Bakterien ein zweites Mal dieselbe Menge 
Forderstoff und zu den bisher ungeférderten ebenfalls, so verandert sich 
das Bild schlagartig. Diejenigen Organismen, die jetzt mit dem Foérder- 
stoff das erste Mal in Berithrung kommen, werden derartig aktiviert, da 
die CO,-Bildung rapid ansteigt und die vorausgegangenen Héchstwerte 
noch tbertrifft. Binnen 6 Tagen hat die Kurve ihr Maximum erreicht, 
um in derselben Zeit wieder zum Ausgangspunkt abzusinken. Die erneute 
Forderstoffzugabe bei ehemals stimulierten Organismen vermochte mit 
37,9% nur eine geringe Erhéhung der physiologischen Aktivitat herbei- 
zufiihren. Das Maximum bleibt 3 Tage lang auf einer bestimmten Héhe 
und fallt dann zusammen mit der anderen Kurve bis zum Normalwert ab. 
Die Kontrollen zeigen dem Alter entsprechend niedrige Werte. 

Dieses verschiedene Verhalten der Bakterien laBt sich wohl nicht auf 
eine einzige Ursache, wie z. B. Nahrstoffverhaltnisse, zuriickfiihren, 
sondern es diirften mehrere Faktoren mitverantwortlich sein. Steht eine 
Bakterienkultur laingere Zeit unter dem Einflu8 eines wachstums- 
fordernden Wirkstoffes, so liuft eine verstarkte Substratverarmung 
parallel einer vermehrten Anhaufung schadlicher Stoffwechselprodukte. 
Diese Anderung des umgebenden Mediums bedingt nach Gatun (1951) 
eine Umstimmung der Enzymbildung in der Bakterienzelle, die als 
physiologische Alterung bezeichnet wird. Erschépfung des Substrates und 
Alterung der Organismen beschrinken also die stimulierende Wirkung 
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des Foérderstoffes bei einer nochmaligen Zugabe so stark, da nur 
eine relativ geringe und kurzfristige Erhdhung der CO,-Produktion ein- 
getreten ist. Dagegen besitzen die nach 48 Tagen zum _ erstenmal 
unter Forderwirkung stehenden Bakterien noch geniigend Stoffreserven 
in der Nahrldsung sowie eine groBe Sensibilitaét, die sofort den Stoff- 
wechsel und die Teilungsfahigkeit stark anregt. Das Substrat jedoch 
hat nicht mehr so viel Reserven, um diesen Zustand linger zu unte:- 
sttitzen, und die schadlichen Stoff- 
wechselprodukte nehmen rasch zu, so 
daB die plotzliche Aktivitaét schnell 
wieder erlischt. 

Ganz allgemein geht aus den Kurven 
hervor, daB bei den untersuchten Bak- 
terienstémmen zwischen 9 und 18 Tagen 
Kultur ein sehr starker Riickgang im 
Wachstum eintritt, den auch die Fo6r- 
derung nicht verhindern kann. Wie in 
den folgenden Versuchen noch zu zeigen 
sein wird, liegt es im letzteren Falle 
nicht an einer Inaktivierung oder 
raschem Verbrauch des Forderstoffes, 


Abb. 7. 4714 (Sym) auf 15 G, 3 Wochen alt. 
ee ee Das Mycel ist tiber den Randwall 
sondern am Nachlassen der Sensibilitat hinausgewachsen 


seitens der Bakterien. Bei der Misch- 

kultur der Pilze auf Bakterien (vgl. 8. 101) sind die schneller wachsenden 
und schwach férdernden Symbionten bald tiber die Férderzone hinaus- 
gewachsen (Abb.7). Es wurde nach 37 Tagen ein Agarblock (7 x4 x3 mm) 
vom ungeférderten Bereich des Mycelrandes ausgestochen und auf eine 
frische Bakterienaufschwemmung desselben Stammes aufgesetzt. Zur 
Kontrolle wurden Blécke aus Pilzkulturen ohne Bakterien mitgetestet 
(Tab. 4). Auswertung nach 6 Tagen. 


Tabelle 4. Test der Bléckchen vom Mycelrand der Pilze auf 15G-Aufschwemmung 
und auf bloBem Sphagnumagar 


Pilze aus Pilz-Bakterien-Mischkulturen aus Pilzkulturen 
| 
464 (Sym) 3 4 
461 (Sym) 2 2 
478 (Sym) 3 2 
4714 (Sym) nur an der Beriithrungsflache | nur an der Beriihrungsflache 
4318b (Sym) ebenso ebenso 
4725 (P) ebenso ebenso 


Die Zahlen bringen den Férderungshof in Millimeter um das Blockchen zum 


Ausdruck. — Die Kontrolle aus Bakterienaufschwemmung ohne Pilzbewuchs war 


negativ. 
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Es ist damit die Anwesenheit von Férderstoff auBerhalb der Pérder- 
zone nachgewiesen. Die Ansprechbarkeit der Bakterien auf den Wirk- 
stoff laBt demnach von einem gewissen Alter an sehr nach. Es ist deshalb 
fiir die Ausbildung einer Hemmung oder Férderung von Wichtigkeit, daB 
besonders junge Testorganismen verwendet werden. (WALLHAUSER 1951, 
HALLMANN u. Rreser 1954, RUSCHMANN 1954). 

Um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt diese Bakterienaufschwemmungen in 
Sphagnumagar ihre Férderbarkeit verlieren, wurde der Stamm 16/4 in 20 Platten 
aufgeschwemmt und je 10 mit dem starken Férderstoffbildner 464 (Sym) und mit 

dem schwachen 478 (Sym) im 
Abstand von 4 Tagen beimpft. 
. Die Registrierung der Zonen- 
6 | breite und der Fdérderungs- 
464 (Sym) intensitat erfolgte jeweils nach 


y Boon 8 Tagen (Abb. 8). 


: Ist die Einsaat bei Be- 


= 


2 . 
478 (Sym) impfung 8 Tage alt, dann 
"Gt 8&8 20a 29 32 16 i _ hat der Pilz 464 (Sym) nur 
Alter der Bakterien Tage noch eine geringe Férder- 


wirkung, die sich sowohl 
Abb. 8. Sensibilitit von 16/4 auf Férderstoff im Zeitraum q 8: 
von 40 Tagen. 7 Zonenradius in Millimeter; aufeinander- im kleineren Radius als 


paganaliere rks auch in der KoloniegréBe 

ausdriickt. Auf 478 (Sym) 

reagierten die Bakterien zu diesem Zeitpunkt schon nicht mehr. Die bei 

gleichzeitiger Beimpfung auftretenden Radien breiten sich nur in der 

1. Woche aus und bleiben dann bis zum Ende der Kulturzeit unver- 

andert. Erst durch Zugabe von konzentrierter Pilzkulturlésung von 

464 (Sym) im Lochtestverfahren konnten auf 10 mm Breite 45 Tage alte 

Bakterienkolonien so geférdert werden, wie es in Mischkultur bei gleich- 

zeitiger Beimpfung méglich war. Die Kulturlésung von 478 (Sym) war 
wirkungslos. Die Reizschwelle der Bakterien ist also angestiegen. 

Aus diesen Versuchen und aus den CO,-Kurven geht eindeutig hervor, 
dap die Virulenz der Kinsaaten unter den genannten Kulturbedingungen in 
der zweiten Woche sehr stark abnimmt. Nach 5 Passagen in einer Bouillon- 
Pepton-Nahrlésung zeigten die Bakterien eine zeitweilige Erhéhung der 
Sensibilitat gegeniiber dem Férderstoff. Werden sie jedoch lingere Zeit 
auf diesem tiberoptimalen Medium kultiviert, verlieren sie ihre Férder- 
barkeit fast véllig. Bei allen bisher beschriebenen Abliufen hat sich das 
fordernde Agens als sehr stabil erwiesen; es sei deshalb im folgenden 
Kapitel etwas niher darauf eingegangen. 


c) Binige Charakteristica des Wirkstoffes von 464 (Sym) 
Die Filtrate der Kulturlésungen aller bakterienférdernden Pilze wur- 
den auf ihre Wirksamkeit im Verlauf von 6 Monaten standig iiberpritft. 
Die Férderradien sind gegen Ende allgemein etwas schmiiler geworden; 
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431Sb (Sym) \ieB am stairksten nach und 464 (Sym) am wenigsten. Bei 
Raumtemperatur sind also diese fraglichen Stoffe relativ bestandig. Fir 
die weiteren Untersuchungen wurde nur das Filtrat von 464 (Sym) 
herangezogen. Bei kurzem Erhitzen auf 80° C verliert der Stoff seine 
Wirksamkeit. Um die Bestandigkeit gegeniiber im Moor gelésten Sub- 
stanzen zu priifen, wurde Pilzkulturlésung und Torfwasser im Verhaltnis 
1:1 gemischt und 6 Tage aufeinander einwirken gelassen; es war keine 
Minderung der Aktivitat eingetreten. Auch die Testbakterien vermochten 
keine Inaktivierung herbeizufiihren, wie bereits aus dem Bléckchentest 
hervorging (vgl. S. 107). 

Bei den vielen Auxanogrammen war mehrmals bei starker Forderung 
unmittelbar um das ausgestanzte Loch eine wenige Millimeter breite 
Zone mit geringerer KoloniegréBe. Liegt es an der zu hohen Konzen- 
tration des Wirkstoffes in diesem Diffusionsbereich, dann mu beim 
Einengen des Kulturfiltrates eine Hemmung auftreten. Es wurde deshalb 
auf ein Sechstel des Volumens bei 40° C im Vacuum eingeengt und getestet. 
Bereits nach 2 Tagen konnte bei den Bakterien /5G eine 4 mm breite 
Hemmzone festgestellt werden, der sich nach auBen eine 5mm breite 
Férderzone anschloB; ebenso verhielt es sich bei 16/4 und 17 /9. Nach 
weiteren 7 Tagen war die Bakteriostase bei 76/4 und 17/9 aufgehoben, 
und die Kolonien hatten dieselbe GroéBe wie im ungeforderten Bereich 
erreicht. Bei 15 G@ hatte sich die Hemmzone zu diesem Zeitpunkt nicht 
verindert. Die nicht eingeengten Kontrollésungen bildeten normale 
Forderradien aus. 

Handelt es sich nun um einen férdernden oder um einen hemmenden 
Stoff? Es ist bekannt, daB Antibiotica in sehr geringer Konzentration 
fordernd wirken kénnen. Der Umschlag in der Wirkung lieBe auf einen 
Hemmstoff mit den genannten Eigenschaften schlieBben; andrerseits 
aber wird er normal nie in dieser hohen Konzentration gebildet, und in 
der Natur ist eher die Méglichkeit einer Verdiinnung als einer Anreiche- 
rung gegeben. In einer Verdiinnungsreihe bis 1 : 100 wurde die Abnahme 
der Férderzone untersucht (Abb. 9). Bei der Verdiinnung ! : 90 forderte 
die Kulturlésung noch schwach, wahrend bei 1 : 50 die CO,-Mehrproduk- 
tion sehr hoch war (vgl.S.104ff.). Es sei auf den stufenweisen Abfall 
besonders hingewiesen, was besagt, dal} ein bestimmter Schwellenwert 
fiir eine Stimulierung in diesem Ausmaf erforderlich ist. Auf Grund 
dieser Ergebnisse ist ein spezifischer Forderstoff mit den Kigenschatften 
eines Biokatalysators fiir das gesteigerte Wachstum der Bakterien- 
stimme 15 G, 16/4 und 17/9 verantwortlich. 

Kinige Aminosauren veranlassen 464 (Sym) zur gesteigerten Forder- 
stoffproduktion, wie p-u-Lysinhydrochlorid, u-Argininhydrochlorid, D-L- 
Tryptophan; von den Vitaminen und Wuchsstoffen war nur in Spuren 
gugesetztes Aneurin dazu in der Lage. Eine Reihe anderer Verbindungen 
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dieser Art wurden vom Testpilz fiir diesen Zweck nicht verwertet. AuBer- 
dem konnte keine Substanz ermittelt werden, die bei entsprechender | 
Konzentration die Bakterien direkt gefordert hatte. 


a 


te 
7 
10 


0 £ y 6 8 10 2 1 16 6 20 40 60 680 100 
Verdunnungsstuten 


Abb. 9. Verdiinnungsstufen von 464 (Sym)-Filtrat auf 16/4 getestet 


4. Die Beeinflussung der Pilze durch die Bakterien 


Bei den Wechselbeziehungen zwischen Bakterien und Pilzen sind die Bakterien 
meistens der passivere Partner; jedoch auch sie kénnen die Pilze durch ihre Stoff- 
wechselprodukte zum Teil stark beeinflussen. Jounson (1931) hat die antibioti- 
sche Wirksamkeit von Bodenbakterien auf Getreidebrandpilze untersucht, wobei die 
Bakterien bei langerer Kultur auf kiinstlichen Nahrbéden ihre antagonistischen 


Abb, 10, 464 (Sym) auf Sphagnumagar 3 Wochen alt. a mit Bakterien 75 G; b ohne Bakterien 


Kigenschaften verlieren. PorTER (1932) beschreibt bei Mischkulturen eine von Bak- 
terien verursachte Anomalie der Pilzmycelien, WALLHAUSER (1951) weist auf eine 
Schadigung der Pilze durch gramnegative Bakterien hin. Mit diesen Angaben ist 
die Literatur des Gebietes aber durchaus nicht erschépft. Auch von Actinomyce- 
ten sind pilzhemmende Stoffe bekannt (vgl. das Handelspraparat Actidion). 


A. Mischkulturen 


Methodik. Die beim Vitaltest der Pilze auf Bakterien hergestellten Kulturen 
(vgl. 5. 100) wurden auch fiir diesen Zweck verwendet. AuBerdem wurden die Bakte- 


rien kreisformig in 3 em Entfernung von der Impfstelle der Pilze aufgestrichen und 
deren Mycelzuwachs verfolgt. 
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Ergebnisse. Hinige Pilze zeigten ein stark reduziertes Wachstum 
auf den Bakterienaufschwemmungen gegeniiber den Kontrollen auf 
keimfreiem Sphagnumagar, z. B. die guten Forderer 464 ( Sym) und 
4725 (P) (vgl. Abb. 10a und b). In den meisten Fallen war mit dem 
langsameren Wuchs auch ein Nachlassen der Myceldichte verknipft; 
deshalb gebendie Diagramme (Abb. 11) nur bedingt das AusmaB der Hem- 
mung wieder. Zweifellos lassen sich diese Erscheinungen hauptsichlich 


6 a 
OC normal 
5L BD 6/4 
9 6/6 


& 7/9 


ne PL eed | Peg ral ke Bra | He 
482 4355 508 4725 4343 464 478 4714 4318 b 46; 
(vi (MW) (PY) MY Sym) Sym) — (Sym) (Sym) Sy) 


Abb. 11. Wachstumsgeschwindigkeit (vy mm/Tag) der Pilze auf bakterienfreiem 
und bakterienhaltigem Sphagnumagar 


auf Nahrungsentzug durch die Bakterien zuriickfiihren, besonders im 
geforderten Bereich. Die Pilze nehmen also bei dieser Versuchsanordnung 
durch Férdern anderer Organismen sich selbst die Méglichkeit der Ent- 
wicklung (vgl. auch Porter, 1932). Haufig war auch eine farbliche und 
morphologische Verdinderung der Mycelien zu beobachten, die nach 
Rrepet (1952) bei antagonistisch beeinfluBten Organismen des éfteren 
auftritt. Es wird darauf bei der Untersuchung der Farbstoffbildung durch 
diese Pilze S. 113 niiher eingegangen (vgl. Tab. 6 und 7). Die Kontroll- 
kulturen mit oberflichlich aufgetragenen Bakterien brachten die gleichen 
Ergebnisse. Bei der Kultur auf Malz-Pepton-Agar zeigte der Stamm 15 G 
eine starke antibiotische Wirksamkeit gegen Aspergillus niger und ver- 
schiedene Penicilliwm-Arten. 

Ob eine direkte Hemmung der Pilze durch Stoffwechselprodukte der 
Bakterien vorliegt, wird letztlich wieder der Filtrattest entscheiden. 


B. Beeinflussung durch Bakterienfiltrate 
Methodik. Es wurde wieder die Lochtestmethode angewendet. Die Zugabe der 
Filtrate erfolgte bei den Nichtsymbionten 2 Tage nach Beimpfen und bei den Sym- 


pionten nach 15 Tagen. Die Entfernung zwischen Impfstelle und Stanzloch betrug 
gx 
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3m. Die Gewinnung der Testlésungen geschah nach der iiblichen Weise durch \ 
Kultur der Bakterien auf Sphagnumkopfchen. 

Ergebnisse. Wie Tab. 5 zeigt, wird durch die Bakterienfiltrate das ; 
Pilzwachstum gehemmt, mit Ausnahme von 4355 (M). Weiter fallt auf, , 
daB 17/9 zwar alle Symbionten hemmen konnte, aber keinen einzigen | 
Nichtsymbionten. Die schnell wachsenden Moorpilze erfuhren anfanglich | 
eine stirkere Hemmung, die sie meistens itberwinden und sich verlang- . 
samt bis zum Loch vorschieben konnten; 4725 (P) bildet eine Ausnahme. | 
Die langsam wachsenden Symbionten werden auf geringe Entfernung | 
vom Loch bleibend gehemmt; nur vereinzelt erreichten es einige Hyphen. | 


Tabelle 5. Filtrattest Bakterien gegen Pilze 


Teststamm 
464 | 461 4318b | 4714 | 478 4725 | 43855 | 4343 |, £ 
(Sym) | (Sym) | (Sym) | (Sym) | (Sym)| (P) | (M) (M) 505 ¢V)| 454 tie 
15@ | 2 1a ) uf cent ty he ene cepa 
| | — 10 | | > | > | > 
16/4 2 ie a we oy | Lies Uiabsgids 4 6 
17/9 1 1 2° 0°. 7 EL CPs aoe teres | 


Hemmbreiten in Millimeter; — nach anfanglicher Hemmung langsames Weiter- 
wachsen. 


Ks ist somit ein echter Antagonismus von Bakterien gegeniiber Pilzen 
des Hochmoores erwiesen. Dabei k6nnen auch die Bakterien diejenigen 
Pilze hemmen, die erstere zu fordern vermégen. Eine ihnliche Wechsel- 
beziehung wird auch von JOHNSON (1931) berichtet. 

Zweifellos ist der in diesem Abschnitt beschriebene Synergismus und 
Antagonismus zwischen den Mikroben der aeroben Schicht des Hochmoores 
ein wichtiger Faktor beim Abbau der Sphagna. Die Rolle dieser Organismen 
beim Umbau der hierbei freigelegten Stoffe zu Huminsduren soll im 
nachsten Abschnitt ermittelt werden. AnlaB hierzu gab die verstiirkte 
Pigmentierung der Symbionten unter dem Einflu8 von Bakterien. 


I. Wechselbeziehungen im Hinblick auf Melaninbildung 
1. HinfluB von Bakterien auf Pilzpigmentbildung 

Beim Vitaltest gegen Bakterien trat neben der bereits erwahnten 
Foérderung der Bakterien in einigen Fallen eine Veriinderung von Farbe 
und Struktur der Pilzmycelien auf. Besonders deutlich ging diese Wir- 
kung, die sich nur auf die Symbionten erstreckte, von den Bakterien 
15 G aus (Tab. 6). 

Um eine Normalisierung der Pilze zu erreichen, wurden sie von dem 
bakterienhaltigen N&hrboden auf gewéhnliche Sphagnumagar-Platten 
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ubergeimpft. Bei der Ubertragung eines Impfbléckchens wurden auto- 
matisch auch Bakterienkolonien mitverpflanzt, die in der Mitte der 
neuen Kulturen einen kleinen Ring ausbildeten. Dieser Ring verursachte 
die bereits beschriebenen Veranderungen an den Mycelien, die allmahlich 


Tabelle 6 


Pilz 


normaler Sphagnum-Nihrboden 


Sphagnum-Nahrboden 
~ mit 15G Bakterien bewachsen 


464 

(Sym) 

461 
(Sym) 


4714 
(Sym) 


4318b 

(Sym) 
4ST 

(Sym) 


lockeres, groBflachiges Mycel; 
Farbe gelblich-weif 


gleichmaBig dichtes, scheiben- 
formiges Mycel; Farbe innen 
dunkelgriin, auBen hellgriin 


dichtes, gleichmaBiges, scheiben- 
formiges Mycel; Farbe weiB 
(Abb. 12a) 


einheitlich dichtes Mycel; Farbe 
innen grin, auBen wei mit grii- 
nen Flecken 


Mycel gleichmaBig dicht; 
Farbe rein-weib 


a 
Abb. 12. 4714 (Sym) auf Sphagnumagar. a ohne Bakterien; b mit Bakterien 16 G 


kompaktes filziges Mycel, von 
sehr kleinem Radius; Farbe gelb- 
lich-weiB 


Mycel lockerer; Farbe auBen 
dunkelgriin, innen schwarz 


lockeres, dendroides Mycel; 
Farbe dunkelgriin (Abb. 12b) 


Mycel mit lockerem Rand; Farbe 
auBen dunkelgriin, innen schwarz 


in der Randzone lockerer; Farbe 
einheitlich grau 


b 


im bakterienfreien Bereich in normales Aussehen tibergingen, d. h. die 
Pigmentierung lie® nach und die Wuchsform wurde geschlossener. Zur 
Kontrolle wurde vom Randmycel dieser Kulturen nochmals aut Sphag- 
numagar abgeimpft, was eine vollig normale Entwicklung der Pilze zur 


Folge hatte. 
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Der PreBsaft aus einer 30 taigigen Kultur von 16/4 Bakterien auf 
Sphagnumképfchen wurde steril im Lochtest gegen Pilze getestet (s. 8.112): 
Bei 461 (Sym) (Abb. 13) und 478 (Sym) trat auf der dem Stanzloch 
zugewandten Seite im Mycel ein stéirker pigmentierter Sektor wie Also 
auch der Filtrattest war in einigen Fallen positiv. 

Es liegt die Vermutung nahe, da diese farbliche und auch strukturelle 
Verinderung der Symbionten auf Einwirkung von Stoffwechselpro- 
dukten oder Abbauprodukten der Bakterien beruht, die dann durch die 
Pilze einem erneuten Umwandlungs- 
prozeB unterworfen werden. 


2. EinfluB von Aminosduren 
auf Pilzpigmentierung 
Pilzpigmente bekannter Zusammen- 
setzung stellen meistens Derivate von 
Chinonen des Benzols (Fumigatin), Naph- 
thalins, Anthracens (Helminthosporin, 
Islandicin usw., SmirH 1954) und Phe- 
nanthrens dar. Durch Zusatz von Casein- 
hydrolysat oder auch einzelner Amino- 
siuren zum Nahrmedium kann die 
Farbstoffbildung, z. B. Melaninsynthese, 
ot stimuliert werden (Hotuis 1954, KtsTer 
Abb. 13. Lochtest von 16/4 Filtrat gegen 461 1955) Die Pilze bilden hierfiir verschiedene 
(Sym) auf Sphagnumagar. Dunkelfiirbung 2 
eines Sektors durch das Filtrat Enzyme, die Phenoloxydasen, und kataly- 
sieren die Sauerstoffaufnahme der Amino- 
siuren, die dann iiber verschiedene Zwischenstufen zu Farbstoffen oxydiert werden. 
Diese Vorgiinge kénnen einmal nur in den Pilzhyphen selbst ablaufen, zum anderen 
aber auch sich auf das Substrat erstrecken, sobald die Oxydase durch die Membran 
zu diffundieren vermag. Schwermetalle in Spuren, wie Eisen, Zink und Kupfer, 
dienen ebenfalls als Oxydationskatalysatoren (BoRTELS 1927, Mrrz 1930), wobeisie 
fiir den Aufbau der Oxydasen von Wichtigkeit sind (LerNeER u. Frrzparrick 1950). 
Um den Hinfluf der Aminosiuren auf Pigmentierung und Struktur der Erica- 
ceensymbionten zu untersuchen, wurden die Pilze auf E-43-Nahrboden kultiviert, 
dem 0,1% der verschiedenen Aminosiuren zugesetzt waren. Die Kulturen wurden’ 
bei 25° C im Thermostaten gehalten und nach 25 Tagen ausgewertet; dabei kam es 
vor allem auf die Veriinderung der Mycelfarbe und der Mycelstruktur an. Die Ergeb-_ 
nisse wurden auf E 43-Naihrbéden ohne Aminosiurezusatz als Standardmedium 
bezogen. 


Aus der Tab. 7 ist ersichtlich, daB Leucin, t-Argininhydrochlorid, 
L (—) -Cystin und p-L-Lysinhydrochlorid nur in einem einzigen Fall die 
Farbung der Symbionten zu intensivieren vermochten; letztere hemmte 
sogar die normale Mycelfairbung bei 461 (Sym), so daB der urspriinglich 
graubraune Pilz in diesem Medium weif wurde. Das p-L-Alanin und vor | 
allem das L (—)-Tyrosin stimulierten die Farbstoffbildung sehr stark, 
bei Tyrosin entstand sogar ein brauner Hof im Substrat, der bei langerer 
Kulturdauer die ganze Platte allmahlich ausfiillte. Die entstandenen 
Pigmente zeigten alle Uberginge von braun, graugriin bis schwarz. Auf 
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den Nahrbéden mit Glykokoll, 1(—)-Asparagin oder p-t-Alanin bildeten 
die Pilze zum Teil ein dendroides Mycel aus (Abb. 14), wie bei Kulturen 
mit Bakterien (vgl. Abb. 12b). Es handelt sich hier um einen direkten 
Hinflu8 auf die Mycelstruktur und nicht um ein Auffasern an sich geschlos. 
sener Wuchsformen als Hungererscheinung auf nahrstoffarmen Béden. 


! 


Abb. 14. 464 (Sym) auf D-L-Alanin, Alter 25 Tage; dendroides Mycel. Normalform ygl. Abb. 10b 


Tabelle 7. Palzpigmentierung unter Hinfluf von Aminosduren 


| Symbionten 


Aminosauren | 464 (Sym) | 461 (Sym) |4318b (Sy | 478 (Sym) 4714 (Sym) 


| | 
ETICIM se le ce ey se tay 8 _ op ais oe 
L(+)-Cysteinhydrochlorid 
L(—)-Asparagin | 


L(—)-Tyrosin . 


Dou-Alanin . . . . . . . +D | +++ + oD) | 
auKOKOU co 5 8. es | ~ =D ||) —=D = 
D-L-[ryptophan ... . 4 + +} © 


t-Argininhydrochlorid . . = ag a= | 
ie—)-Cyshin 2s en -. || = _ a 
p-L-Lysinhydrochlorid . . — — 


p-L-Phenyl-Alanin. . . . = + 4a 
L(—)-Histidinmonohydro- | | 
ciniemil 5 6 5 6 a6 || = |} +++ | +4 = = 


Zeichenerklarung: — keine stirkere Pigmentierung; + schwache, ++ mittlere, 


+++ starke Zunahme an Pigment; p dendroide Mycelform; # gefarbter Hof um 
das Mycel im Substrat in Millimeter. 
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Aus den Aminosaiureversuchen geht hervor, das Ericaceensymbionten 
solehe Verbindungen in Farbstoffe umwandeln kénnen und dieselben 
Veriinderungen aufweisen, wie sie in einigen Fallen durch die Bakterien 
in der Bakterien-Pilz-Mischkultur auf Sphagnumagar verursacht wurden. 
In diesem Falle hatten also die Bakterien aus dem SphagnumeiweiB 
Aminosiiuren freigelegt, die dann auf die beschriebene Weise von den 
Pilzen verwertet wurden. Wie Rippen (1925) an Azotobacter chroo- 
coccum gezeigt hat, wird aber auch BakterieneiweiB zu Pigment um- 
gewandelt, besonders wenn bei zunehmendem Alter die Abbauvorgange 
in der Zelle gegeniiber den aufbauenden tiberwiegen. 


3.Oxydasenreaktion auf Tannin 


Um die Fahigkeit der Polyphenoloxydasebildung bei den Moorpilzen genauer zu 
untersuchen, wurde die Methode nach BAavENDAMM (1928) angewendet. Dieser hat 
holzzerstorende Pilze auf tanninhaltigen Nahrbéden kultiviert und festgestellt, daB 
diejenigen Pilze, die in das gerbstoffhaltige Substrat Enzyme ausscheiden und durch 
Oxydation schwarz farben, Ligninabbauer sind und zur Gruppe der Korrosionspilze 
gehéren. Reine Cellulosezersetzer hingegen vermégen Tannin nicht zu oxydieren und 
werden als Destruktionspilze betrachtet. Es wird diesem Verfahren der Wert eines 
allgemeinen Oxydasennachweises zugeschrieben, das fiir diagnostische Zwecke bei 
Holzzerstérern Verwendung finden kann. An Hand zahlreicher Nachpriifungen 
konnte BAVENDAMMS Regel im wesentlichen bestatigt werden (HOLLANDER 1932, 
Davipson, CAMPBELL u. BLAISDELL 19388). Uberhaupt war in den letzten Jahren die 
Zersetzung organischer Substanz in der Natur durch Mikroorganismen in zuneh- 
mendem Mafe Gegenstand eingehender Untersuchungen; z. B. der Cellulose- und 
Ligninabbau der Laub- und Nadelstreu durch Basidiomyceten und ihre Bedeutung 
fiir die Rohhumusbildung im Wald (FatcK 1930), die Korrosion und Destruktion 
des Substrates durch Orchideensymbionten (BuRGEFF 1936) und der durch Pilze 
und Bakterien veranlaBte Pectin- und Celluloseabbau im Hochmoor (Kox 1954), 
um nur einige zu nennen. Kine Reihe von Orchideensymbionten, die auch durch die 
Fahigkeit des Ligninabbaues ausgezeichnet waren und Cellulose nur schwacher 
angriffen, bildeten auf Tannin schwarze Héfe; jedoch wurde dieses auch von Cellu- 
losezersetzern oxydiert, was mit BavenpamMs Ergebnissen nicht iibereinstimmt. 
xtreme Destruktionspilze scheinen bei den Wurzelpilzen der Orchideen nach den 
vorliegenden Ergebnissen nicht vorzukommen; es diirfte sich mehr um Korrosions- 
pilze im Sinne von Fanck handeln, die beide Komponenten des Holzes mehr oder 
weniger angreifen kénnen. 


Da nun einerseits Ericaceensymbionten unter dem EinfluB von 
Bakterienabbauprodukten und auf aminosiurehaltigem Substrat zur 
verstarkten Pigmentbildung angeregt wurden, andrerseits aber von 
Kox bei diesen und anderen Pilzen des Hochmoores die Celluloseabbau- 
fihigkeit untersucht wurde, soll im folgenden die Kultur dieser Pilze 
auf 'Tanninagar beschrieben werden. 


Methodik. Standardnihrboden nach BavENDAMM. 2% Liebigs Fleischextrakt; 
3% Malzextrakt; 0,5% baw. 0,25% Acidum tannicum; 1000 cm Aqua dest.; 15 g 
Agar. Auswertung nach 14 Tagen, wobei der Mycelradius und die Veriinderung des 
Substrates registriert wurden. 
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Aus Tab. 8 ist ersichtlich, daB von 23 untersuchten Pilzen 8 eine mehr 
oder minder starke Polyphenoloxydasereaktion ergaben. Als besonders 
kraftige Oxydasebildner erwiesen sich die Pilze 4318) (Sym), 4318¢ 
(Sym) und Rh 53 (Sym), da sie dunkle Héfe bildeten, obwohl sie schlecht 
oder tberhaupt nicht gewachsen waren. Im aufgesetzten Impftblock war 
bereits soviel Enzym vorhanden, daf es ausreichte, eine Schwarzung von 
der betreffenden Intensitat zu verursachen. 


Tabelle 8. Phenoloxydasewirkung der Pilze auf Tannin 


SS 


0,25% Tannin 


0,5% Tannin 


Mycel- 


Pilze Mycel- Auf- Schwar- Auf- Schwar- Cellulose- 
radius hellung zung radius hellung zung zerst. n. KOX 
464 Sym 5 = M 2 —_ 9 Hn ste 7 
478 Sym 5 —- M — == = Lot aD) 
4714 Sym — — = — == = ie 8 
461 Sym 5 — 3M -— — 2 ++ 1 
d014Z Sym 10 15 13 18 — + Il 
4586 Sym 10 18 = 12 18 = 14 
43186 Sym — a —- 4 \ 12 
4518¢ Sym 5 — 5M --- -— 12 4 i) 
Rh 53 Sym 5 — 12 6 — 18 J 15 
484a Sym 8 = — 2 9 — 
491 Sym 4 — — 2 -- — 4 13 
Rh 31 Sym a — — oo — = 
5021 Sym 4 — ao 6 7 = 
4719 Sym —— ~ ~— — = + 10 
5010 Sym 16 — 16 18 —— 20 +4 6 
5040 M 35 — = 47 — — + 4 5 
d08 V 45 — 45 45 a 45 
482 V 45 — 45 45 — 45 +++ 3 
4725 P 40 — 46 = aif 
501 P 45 — — 45 — —- t++ 4 
4631 M 25 —- — 19 — = 
4555 M 17 _- -— 18 — == 
4343 M a ae — = == = 


Zeichenerklarung: M nur Mycel geschwarzt; + schwach, + + mittel, + + + stark; 
die hinter den Kreuzen befindlichen Zahlen bringen die Stellung des Pilzes in der 
Reihe der Cellulosezersetzer zum Ausdruck (nach Kox, 1954); — nicht gewachsen. 


Hine gewisse Toxicitaét des Tannins gegeniiber den Pilzen beeinfluBte die Kei- 
mung und das Mycelwachstum zum Teil stark (vgl. auch BavenpAMM 1928). Die 
Versuchsreihe mit 0,5% Tannin erwies sich fiir den Oxydasenachweis als giinstiger, 
denn die Reaktionsempfindlichkeit war erhoht und geringe Spuren kiindeten sich 
bereits durch intensive Schwarzung an. Bei der Tannase handelt es sich um ein 
adaptives Enzym (Rippet u. Kuserine 1930); die Pilze konnen bei langerer Kultur 
auf unnatiirlichen Nahrmedien die Fahigkeit der Tanninoxydation und somit des 


Ligninabbaues verlieren (LINDEBERG 1955). 
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Ein Vergleich zwischen Cellulosezersetzung und Phenolasereaktion 
laBt auch hier eine Gliederung in Korrosions- und Destruktionspilze zu. 
Die besten Tanninschwarzer 4318b (Sym), 4318¢ (Sym) und Rh 53 (Sym) 
sind schwache Cellulosezersetzer, waihrend die Pilze 461 (Sym), 478 
(Sym), 501(P) Cellulose stark angreifen, Tannin iiberhaupt nicht oder 
nur schwach oxydieren. Eine Zwischenstellung nehmen 482(V) und 
5010 (Sym) ein, sowohl die Intensitat der Oxydasebildung als auch 
die Fahigkeit des Celluloseabbaues ist 
mittelmaBig. 

Wird diesen Versuchen ein diagnostischer 
Wert beigemessen (BavENDAMM 1928, HoL- 
LANDER 1932, Davipson u. Mitarb. 1938, 
LINDEBERG 1955), so sind alle tanninoxy- 
dierenden Pilze gleichzeitig auch Lignin- 
abbauer. Um dieser Ansicht groBere Beweis- 
kraft zu verleihen, waren diese Pilze einmal 
auf ligninhaltigem Substrat zu kultivieren, 
das dem natiirlichen Lebensbereich der Orga- 
nismen entstammt. Es kamen hier Bestand- 
teile des Hochmoores in Frage, hauptsachlich 
Sphagnum, dessen Ligningehalt umstritten 
Abb. 15, 5014 (Sym) auf Tanninagar, ist (s. Kox 1954), aber nach LINDEBERG 
Mites Sot ss Se ae oe (zit. nach FREUDENBERG 1955) methoxylfreie 

as Myce + e ¥ 
: Ligninsubstanz enthalten soll; dann abge- 
storbene Ericaceenwurzeln, die beim VertorfungsprozeB einer Korrosion und 
Destruktion unterliegen miissen. 


An Stelle der Holz- und Streuzersetzer im Wald aus der Gruppe der 
Basidiomyceten treten allem Anschein nach im Hochmoor hauptsachlich 
die Ericaceensymbionten und Nichtsymbionten, die anderen Pilzgruppen 
angehoren. Wie die Korrosions- und Destruktionspilze der bodensauren 
Walder fiir die Humusbildung verantwortlich sind, so fallt diese Aufgabe 
im Hochmoor den dort vorkommenden Organismen zu, wobei die Fahig- 
keit der Oxydasebildung eine sehr wesentliche Rolle spielt. 

Die Enzymgruppe der Phenoloxydasen umfaft mehrere Enzyme, die 
bekanntesten sind Tyrosinase und Laccase. Letztere katalysiert die 
oxydative Ligninspaltung (FAnRaAnus, zit. nach LInpEBERG 1955) und 
ist mit der Tannase sehr nahe verwandt oder identisch. 

Kine besondere Art der Pilzeinwirkung auf Tanninagar, die sich vor 
allem bei 50/4 (Sym) und 488b (Sym) zeigte, wurde etwas niher unter- 
sucht. Es trat keine oxydative Schwiirzung auf, sondern eine Aufhellung, 
d. h. der milchig triibe N&éhrboden wurde in dieser Zone klar und durch- 
sichtig (Abb. 15). Bei der Herstellung des Naihrbodens durch Tannin- 
zugabe fallt eine Tannin-EKiweifiverbindung aus, die das Nahrmedium 
undurchsichtig macht. Wird dieses nun wieder klar, so kann es sich ein- 
mal um eine rein mechanische Spaltung des Niederschlages handeln, 
zum anderen um eine enzymatische Zerlegung des Eiweifes oder um 
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ein Verschwinden des Gerbstoffes. Letzteres ware um so bezeichnender, 
als im Malz Kohlenhydrate in geniigendem Mae zur Verfiigung pelea 
und eigentlich das Tannin vor dem Verbrauch  schiitzen miiBten 
(RippeL u. Kusevine 1930). Im folgenden soll festgestellt werden, in- 
wieweit diese Pilze tiberhaupt in der Lage sind, Gerbstoffe als einzige 
Kohlenhydratquelle auszunutzen; denn die Ericaceenwurzeln enthalten 
sehr viel davon, und sie kénnen fiir die Symbionten von Bedeutung sein. 


Abb. 16. 5014 (Sym) auf Tannin als einzige Abb. 17. 4318e (Sym) auf Tannin als einzige 
C- Quelle; 14 Tage alt. Aufhellung C- Quelle; 14 Tage alt. Schwirzung 


Methodik. Es wurde in 2 Versuchsreihen getestet: 1. Auf fliissigem 
Substrat nach RrepEL-KEsELrING (1930): KH,PO, 0,2%; KNO, 0,5%; 
MgSO, 0,05%; Tannin 0,5%. Je 10 cm? Nahrlosung in 100 cm?-Erlen- 
meyerkolbchen wurden mit den Pilzen beimpft. 2. Auf festem Substrat: 
Dieselbe Zusammensetzung wie in 1. Da dieser Nahrboden bei gewohn- 
licher Zubereitung nicht fest wird, werden die Salze mit 20 g Agar und die 
Tanninl6sung getrennt sterilisiert und handwarm zusammengegossen. 
Dabei coaguliert der Agar zu einer milchweiBen undurchsichtigen Sub- 
stanz. Die Versuche wurden viermal wiederholt. Auswertung nach 
2 Wochen. 

In Tab. 9 sind die Ergebnisse zusammengefaBt. Aus Griinden der 
Ubersichtlichkeit wurden die Werte von Tab. 8 bei 0,5°% Tannin noch 
einmal aufgefihrt. 

Es geht einwandfrei aus den Versuchen hervor, da{ Tannin auf zweier- 
lei Weise von den Pilzen angegriffen wird. Einmal entsteht der bekannte 
dunkelbraune bis schwarze Hof, zum anderen aber wird der Nahrboden 
vollig durchsichtig, was auf eine Zerstérung des Tanninkomplexes hin- 
weist (Abb. 16 und 17). Eine Zwischenstellung nehmen 5021 (Sym) und 
482 (V) ein, die sowohl aufhellen als auch braunen. Bei den Penicillien 

4725 (P) und 501 (P) schiitzten die Kohlenhydrate des Malzbodens das 
Tannin vor dem Abbau. Beide Serien zeigen im tibrigen eine gute Uber- 
einstimmung im Verhalten der Pilze. 
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In den Fliissigkeitskulturen sind nur die beiden Penicillien gewachsen, 
ohne das Substrat irgendwie zu beeinflussen. Die hohe Toxicitaét des 
gelésten Tannins verhindert hauptsichlich die Keimung der tbrigen 
Pilze, wiihrend im Agar durch den Niederschlag ein Teil festgelegt und 
die effektive Tanninkonzentration herabgesetzt ist. Bei Verwendung von 


Tabelle 9. Polyphenoloxydasewirkung von Pilzen auf Tannin 
Auswertung nach 14 Tagen Kultur 


n. Bavendomm Tannin als einzige C— Quelle 


50m = Sym Ws 


mpd Sym_| 2 


4318 b Sym — 
4316c Sym - 


Rh 53 Sym 6 
4BY a Sym 9 2 ee Ge: : 
491 Sym 2 
Rh 31 Sym ~ — 
acs Yael well ee 


Die Zahlen geben die jeweiligen Radien in Millimeter wieder. Fiir vorliegenden 
Vermerk gilt : schraffiert = stark; punktiert = schwach; — nicht gewachsen. 


Tannin als einzige C- Quelle verfalscht ein Agarzusatz das Bild etwas; 
denn Agar selbst enthalt in Spuren verfiigbare organische Substanz. 
Wie die Versuche jedoch zeigen, erfolgte ein Wachstum nur mit einer 
sichtbaren Verainderung des Nahrbodens, was die Verwertung des 
Tannins beweist. Das Verschwinden des Gerbstoffes im aufgehellten 
Bereich konnte durch EKisen-II-Salz-Lésungen nachgewiesen werden; 
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denn die hier ausgestochenen Agarbléckchen farbten sich nur schwach- 
blau, wahrend die Kontrollen aus dem unzersetzten Nahrboden eine tief 
blauschwarze Farbung aufwiesen. Mit dieser Methode gelang es also, 
zwei Wege des Tanninaufschlusses durch Pilze aufzufinden. Die Aut- 
klarung der enzymatischen Grundlagen muB spiiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben. 


4. Melaninbildung aus Tyrosin 


Beim Test der Aminosauren auf Stimulierung der Farbstoffbildung 
bei Ericaceensymbionten fiel die Wirkung des Tyrosins besonders auf. 
Es wurde nicht nur das Mycel verfarbt, sondern auch das Substrat 
(vgl. Tab. 8). Die herrschende Farbe war mittelbraun und bei entspre- 
chend langer Kulturzeit in der ganzen Agarplatte zu finden. Es muB sich 
also hier um eine auch extracellular wirkende Aminosiureoxydase 
handeln. Da dem Tyrosin und seiner enzymatischen Umwandlung in der 
Natur eine besondere Bedeutung zukommt, vor allem fiir die Melanin- 
synthese und die Huminsaurebildung, wurden verschiedene Pilze des 
Hochmoores in dieser Hinsicht naher untersucht. Die Symbionten und 
Nichtsymbionten wurden auf einem Néahrboden aus E43 + 0,1% 
L(—)-Tyrosin bei px 5,0 kultiviert und nach 25 Tagen ausgewertet 
(s. Tab. 10). Es ist klar ersichtlich, daB fast alle untersuchten Ericaceen- 
symbionten in der Lage sind, das Tyrosin in einen braunen Farbstoff 
umzuwandeln, wahrend vonden Nichtsymbionten als einziger 4725 (P) 
in seinen Hyphen nur eine Bréunung aufzuweisen hat. 


Tabelle 10. Mycel- und Substratfarbung auf B 45 + 0,1% u(—)-Tyrosin 
Symbionten 


| 


> Ss hos |) ful = ees ee oe ire ye 
Sis = = = s =) Sy leone 5 les SS 
~~ (7) Ss a) cS — a 5 a _ es ome Ss SS 
SNS = Sh = a Sails Ses ils ch Sr Sel Sus 
H iol I 
Ale TAM Sele SUNS, alin) Se lcoleema yma ABS UNE ls 
Mycel- 
farbung |—|+++)/+++]/2+] + +)4++]4+ +/+ 4+]4+ 4+] + [++ [— |] ++} —]— 
Substrat- 
farbung Ppt yp pep pt |p pie++l+ +]+ +/+ +) + [++ b4 - 
Nichtsymbionten 
| 5040 V | 508 V | 482 V | 4725P | 501P | 4631 M | 4355 M | 4343 M 
e | a 5 eu: 
Mycelfarbung 1; +++ — | 
Substrat- | | 
farbung . = Ne ee 


| 


Der Verlauf der Farbstoffbildung wurde an Hand von 478 (Sym), 
der sich dafiir als besonders geeignet erwies, genauer verfolgt (Tab. 11). 
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Methodik. In 300cm3 Erlenmeyer-Kolben, die mit 75cm der entsprechenden 
Nahrlosung gefiillt waren, wurden Impfbléckchen des betreffenden Pilzes einge- 
bracht. Serie I: E43 + 0,1% i (—)-Tyrosin; mit px-Werten 4, 5, 6, 7 und 8, die 
Einstellung erfolgte immer mit Natronlauge baw. Salzsaure. Es ist dies eine physiolog. 
saure Losung mit NH,Cl als N- Quelle. Serie Il: wie in Serie I, mit einem Zusatz 
von 10 CuSO, je Kolben als Katalysator. Serie III: Verwendung einer aquivalen- 
ten Menge KNO, als N-Quelle an Stelle von NH,Cl, eine physiolog. alkalische 
Lésung; sonst wie Serie I. Serie IV: Nahrlésung wie in Serie I mit py-Werten 7,0; 

2: 7,4; 7,6; 7,8; 8,0. Kontrolle: E 43-Nahrlésung ohne Tyrosinzusatz von py 4-8. 
Wahrend der Kulturzeit wurden die farblichen Veranderungen der Kulturlésungen 
und die der py-Werte kontrolliert. Was das Mycelwachstum betrifft, so war es im 
allgemeinen gut, bei pq 6 und py 7 innerhalb der Serien I, Il und IIT ein wenig 
besser. Erntegewichtsbestimmungen wurden nicht durchgefihrt. 


Tabelle 11. Farbstoffbildung in der Kulturlésung durch 478 (Sym) 


7 


Kultur- Serie I | Serie II (Katalys. CuSO,) 
zeit «=| Pu 4,0 | PH 5,0 | PH 6,0 | PH 7.0 | Dx8,0 | Px 4,0 | Pa 5,0 | Px 6,0 | Dx 7,0| Dx 8,0 
1 Wo- schwach) kriftig —- | — —  jorange | rot 
che gelb rot | 
2 Wo- — — — |gelb | kraftig| — — — orange | rot- 
chen rot | braun 
3 Wo- | gelb rot- — | triibes | triibes | hell- rot- 
chen | | braun | | gelb gelb braun | braun 
| 
| | 
4 Wo- | hell- hell- hell- mittel- dunkel-| gelb | hell- | hell- mittel- | dunkel- 


| | | | 
chen braun | braun | braun | braun | rotbr. |; braun | braun | braun | rotbr. 
| | t 
| 
12 Wo- | mittel- | mittel- | mittel- | dunkel- schwarz | mittel- | mittel- | mittel- | dunkel-| schwarz 
chen braun | braun | rot- rot- | braun | braun | rot- rot- 
| | braun | braun 


braun | braun | 


Die Farbung der Kulturlésung trat erst nach und nach auf. Bei px 8,0 
Serie I war bereits nach vier Tagen ein schwacher rétlicher Schimmer 
zu erkennen, der sich nach weiteren 2 Tagen zu einem intensiven Rot 
entwickelte. Diese Wirkung wurde bereits von einem noch wenig gewach- 
senen Mycel hervorgebracht, das selbst vorlaufig noch ungefairbt blieb; 
erst bei zunehmendem Alter nahm es die Farbe der Loésung an, um 
schlieBlich am Ende der Versuchszeit ein fast schwarzes Pigment aufzu- 
weisen. Bei einem Alter von 4 Wochen scheint unter diesen Kultur- 
bedingungen ein Umschlagspunkt zu liegen; denn es kommen zu dem 
Rotbraun dunklere Farbténe hinzu, die das Rot immer mehr tiberlagern, 
so dafB es nach 12 Wochen fast verschwunden ist. Bei pu 7 in Serie I 
verlauft die Entwicklung ungefihr parallel, nur mit dem Unterschied, 
daB die Farbstoffbildung weniger intensiv war. Die Verhaltnisse bei 
pu 4, po 5 und py 6 sind gleich; in den ersten 3 Wochen keine Ver- 
firbung der Kulturlésung, dann entstand ein Braun, das mit der Zeit 
dunkler wurde. Im Gegensatz zum alkalischen Medium hatte sich im 
sauren eine dichte Myceldecke entwickelt, bevor eine farbliche Verinde- 
rung eintrat. 
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In Serie IT konnten im wesentlichen dieselben Beobachtungen gemacht 
werden. Jedoch scheint vom Kupfer, das als Katalysator in Spuren 
zugesetzt war, eine stimulierende Wirkung auf die Farbstoffsynthese 
auszugehen; denn es ergab sich nicht nur eine kiirzere Bildungszeit, 
sondern auch das Rot war starker vertreten, das sonst im Neutralen bis 
schwach Alkalischen zu beobachten war. 

Interessant erscheinen die Anderungen der pa-Werte in der physiolo- 
gisch sauren Nahrlosung der Serien I und II beim Vergleich mit denen 
der physiologisch alkalischen Nahrlosung der Serie III (Tab.12). Priifung 
mit Lyphanpapier. Es ist nach 4 Wochen iiberall eine Erniedrigung 


Tabelle 12. px-Anderungen in den Kulturlésungen 


| Serie I | Serie TIL 
Pp | | 
Ausgangs-pr . |PH 40 pa 5,0| pu 6,0) pu7,0|px8.0 px4.0/px5.0 px 6,0) px 7,0/px8,0 
Pu nach 4 Wochen | 4,0 | 4,0 | 4,7 | 6,5 | 7,0 | 4,0 | 4,4 | 4,7 (33 || ZK) 
px nach 12Wochen| — | 5,4 | 6,15| 7,0 | 7,1 | — | 6,10] 6,10 | 7,0 | 7,0 


des px-Wertes eingetreten, die sich gegen Ende der Kulturzeit anna- 
hernd wieder ausgeglichen hat. Die physiologisch alkalische Lésung 
vermochte zu Beginn die Versauerung des Mediums nicht aufzuhalten, 
und am Schlu8 lagen die Werte nicht héher als in Serie I, auBer bei 
pu 5,0 mit pr 6,1 gegeniiber 5,4 in Serie I. Der rote Farbstoff wird 
unter px 6,0 nicht gebildet. Dies geht vor allem aus der Entwicklung 
pu 6,0 — 4,7 — 6,15 in Serie I hervor; bei pu 4,7 war die Lésung hell- 
braun und erst allmihlich, als der Sdéuregrad wieder abnahm, kam ein 
roter Farbton hinzu. In der physiologisch alkalischen Losung der 
Serie III war die Bildung der Farbstoffe im wesentlichen die gleiche wie 
in Serie I. Bei Serie IV nahm die Intensitat der roten Farbe von px 8,0 
bis 7,0 kontinuierlich ab. 

Erginzend zum Test der Pilze auf festem Nahrboden wurden die 
Symbionten 4378¢ (Sym), 4318b (Sym), 5014 (Sym), 461 (Sym), 4714 
(Sym), Rh 53 (Sym), 5010 (Sym) und der Nichtsymbiont 47245 (P) aut 
fliissigem Substrat gleicher Zusammensetzung bei pH 8,0 kultiviert. 
Nach 4 Wochen zeigten eine Rotbraunfarbung die Lésungen von 4318¢ 
(Sym), 4318b (Sym), 5014(Sym), 461 (Sym) und 4714 (Sym); unver- 
andert waren die Kulturen von Rh 53 (Sym) und 5010 (Sym). Als einzige 
von allen untersuchten Pilzen bildete £725 (P) nur in den Hyphen ein 
dunkelbraunes Pigment aus, wihrend das umgebende Medium vollig 
unverandert blieb (vgl. Tab. 10). 

Was die physiologischen Vorgange der Farbstoffbildung durch die Sym- 
bionten betrifft, so geht aus den Versuchen klar hervor, daf 1(—)-Tyrosin 
die Ausgangssubstanz ist; denn in Kulturen ohne diese Aminosadure 
blicb die Nahrlésung unter sonst gleichen Bedingungen vollig farblos. 
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Raper (1927), Hearp u. Raper (1933), LERNER u. FirzpaTRick (1950), LAaTscH 
(1952), Sizpr (1953), um nur einige zu nennen, berichten iibereinstimmend von einer 
oxydativen Umwandlung des Tyrosins durch das Enzym Tyrosinase, eine Polyphe- 
noloxydase. Das Endprodukt ist Melanin, ein braunschwarzes Pigment von hohem 
Molekulargewicht, das durch Polymerisation der Oxydationsprodukte entsteht. 
Bereits 1895 beschrieben BouRQUELOT u. BERTRAND Tyrosinase, die sie aus einem 
Pilz isolierten, und LrinpEBERG (1955) wies dieses Enzym im Fruchtkérper und 
Mycel einer Reihe von Streupilzen nach. 

Das py-Optimum fiir die katalytische Wirkung der Tyrosinase liegt um neutral 
bis schwach alkalisch, die Polymerisation der Melaninvorstufen geht im Alkalischen 
leichter vor sich als im Sauren. Untersuchungen an kiinstlichen Huminsiuren, die 
durch Autoxydation von Phenolen und Chinonen im alkalischen Medium gebildet 
wurden, brachten viele Ubereinstimmungen mit den in der Natur vorkommenden 
Verbindungen (Fiata 1955, PLorrz 1955, ScHEFFER, WELTE u. ZIECHMANN 1955). 
Es ist dies ein weiterer Beweis fiir den chinoiden Charakter der Melaninvorstufen. 
Die Tyrosinase selbst ist ein Kupferproteid mit einer geringen Substratspezifitat; sie 
oxydiert eine Anzahl von Phenolderivaten; als H-Acceptor jedoch dient nur der 
Sauerstoff. Tyrosin, das in den Peptidketten des Proteins gebunden ist, wird durch 
Pilz-Tyrosinase genau wie freies Tyrosin zu Melanin oxydiert (HERMANN 1954). 
Diese sogenannten Melanoproteine konnten auch durch Bewuchs einer caseinhalti- 
gen Nahrlésung mit 478 (Sym) erhalten werden. 

Da Kupfer der wesentliche Bestandteil der Tyrosinase ist, wird auch die kataly- 
tische Wirkung der Kupferionen auf die Melaninsynthese verstandlich (vgl. Tab. 11). 
Substanzen, die mit Kupfer zu schwach dissoziierten Verbindungen zusammentre- 
ten, hemmen die Fermentwirkung (LERNER 1950, HERMANN 1954). 


Aus den vielen Ubereinstimmungen, die sich einerseits aus dem 
Verhalten einer Reihe von Ericaceensymbionten gegeniiber Tyrosin 
ergaben, andrerseits aus den Bildungsbedingungen des Melanins und der 
Huminsauren allgemein, muBb man diesen Pilzen eine Beteiligung bei der 
Entstehung von Huminséuren im Hochmoor zuschreiben. Eine Charak- 
terisierung der Farbstoffe in den Pilzkulturlésungen mége zur Klaérung 
dieser Verhaltnisse beitragen. Nach der 3 monatigen Kulturzeit wurden 
aus den verschiedenen Serien die entsprechenden py-Stufen zusammen- 
gegossen und die Mycelien abfiltriert. Die Filtrate hatten bei Beurteilung 
im durechfallenden Licht im 300 cem-Erlenmeyerkolben folgendes Aus- 
sehen (vgl. Tab. 11): 

Ausgangs-py 8,0: schwarzrot; L (= Lésung) I. 
Ausgangs-px 7,0: dunkelrotbraun; L IT. 


Ausgangs-py 6,0: mittelrotbraun; L IIT. 
Ausgangs-py 5,0: mittelbraun mit schwach rétlichem Ton; wie Moorwasser; L IV. 


Beim Ansiiuern mit verd. HCl fiel bei L I sofort, bei L I nach einigen 
Minuten ein dunkelbrauner Niederschlag aus. Die tiberstehende Loésung 
war mittelrot und klar; die braunen kolloidalen Anteile sind also aus- 
gefallen. Bei L IIT und L IV zeigte sich erst nach mehreren Stunden ein 
geringer Niederschlag. Die Menge der ausflockbaren Substanzen nimmt 
also von LI nach LIV sehr stark ab. Die einzigen Lésungsmittel 
fiir diese Farbstoffe sind Wasser und Butanol. Melanine gehen beim 
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Ausschiitteln in saurer Lésung in Butylalkohol und nach Alkalisierung 
wieder in das Wasser zuriick (v. PLorHo 1947); mit allen tbrigen 
gebrauchlichen Lésungsmitteln wie Ather, Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff sind sie nicht extrahierbar. Es folgte 
eine weitere chemische Charakterisierung und Bewertung der durch den 
Pilz 478 (Sym) gebildeten Humusstoffe durch Zerlegung in verschiedene 
Fraktionen (nach Laatscu 1954). Von LI mit dem starksten saure- 
fallbaren Anteil wurden 100 cem im Vacuum bei 45° C bis zur Trockene 
eingedampft; bei ttber 80° C némlich werden die Huminsauren in ihrer 
Konsistenz veradndert. Mit 1°,iger Natriumfluoridl6sung wurde der 
Rickstand aufgenommen und wie folgt weiter zerlegt: 


Pilzkulturlésung (L I) 


loslich in 1% NaF unléslich in 1% NaF, dunkelbrauner 
Anteil; nicht weiter untersucht. 


nicht saurefallbar, mittel- fallbar mit verd. HCl, dunkelbrauner 


rot — Fulvosauren Niederschlag — Huminsauren. 
vA — 
Le hiaees Sal 

A 
nicht durch Tier- durch Tierkohle adsorbiert 
kohle adsorbiert pA ec ‘ : Rscatl oats 

B C D 
gelbes Eluat. Mit farbloses Eluat gelbes Eluat 
Aceton + H,O : mit H,O mit verd. NaOH 


Huminsaurevorstufen 


In diesem Schema wird eindeutig der Nachweis erbracht, daB 478 
(Sym) in der Lage ist, Tyrosin in Huminsauren umzuwandeln. 

Die Reduzierbarkeit der einzelnen Lésungen gestattet Riickschliisse 
auf den Bildungsgrad der Huminsauren unter verschiedenen Entstehungs- 
bedingungen. Die Reduktionsmittel waren Ascorbinsaure, Schwefel- 
wasserstoff und Natriumdithionit (Tab.13). Die reduzierende Wirkung 
ist am starksten bei Natriumdithionit, am schwachsten bei Ascorbin- 
siure. AuBerdem lassen sich die im sauren Bereich entstandenen Farb- 
stoffe (L III und LIV) leichter reduzieren als die im neutralen und 
schwach alkalischen (LII und LI). Hatte man jedoch den saurefall- 
baren Anteil von LI und LII ausgeflockt, so konnten die in Lésung 
verbliebenen roten Huminsaéurevorstufen durch Schwefelwasserstoff zu 
gelben Verbindungen reduziert werden. Die Polymerisation der chinorden 
Vorstufen zu mit HS nicht reduzerbaren hochmolekularen Substanzen vst 


o in LI (pr 8,0 bis 7,0) am weitesten fortgeschritten, weniger bei LII 
9 


als 
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(pu 7,0). Die Lésungen III und IV enthalten demnach in der Hauptsache 
niedermolekulare Verbindungen von Fulvoséurencharakter. Diese Ergeb- 
nisse stimmen mit den von verschiedenen Autoren gemachten Angaben 
iiber das py-Optimum der Polymerisationsreaktionen weitgehend 
uberein. 


Tabelle 13. Reduktion von 3 Monate alten Kulturlosungen 


Lésung Ascorbinséiure HS | Natriumdithionit 
LI keine Reduktion keine Reduktion tiefbraunrot — 
—> hellbraun 
LII keine Reduktion dunkelrotbraun — dunkelrotbraun — 
— dunkelbraun — gelb 

Pay mittelrotbraun — mittelrotbraun — mittelrotbraun — 

—> gelb — gelb — blaBgelb 
L WV mittelbraun — mittelbraun — mittelbraun — 

—> gelb — blaBgelb — blaBgelb 


Versetzt man eine 4 Wochen alte neutrale oder schwach alkalische 
Kulturlésung von 478 (Sym) mit den genannten Reduktionsmitteln, so 
schlagt die Farbe sofort von dunkelrot nach gelb um. Ein Zusammen- 
lagern der entstandenen Chinone ist zu diesem Zeitpunkt noch kaum 
eingetreten. Dieselben Beobachtungen wurden an 4318c (Sym), 43186 
(Sym), 5014 (Sym), 461 (Sym) und 4714 (Sym) gemacht. 


5. Melaninbildung aus Sphagnum 

Nun wurde auch die Umwandlung von Tyrosin zu Melanin durch Ericaceensym- 
bionten am natiirlichen Substrat, wie Sphagnum, untersucht. Kulturréhren von 
40 cm Lange und 3,5 cm Weite wurden bis zur Halfte mit Sphagnum und Aqua 
bidest. gefiillt, sterilisiert und mit Bakterien und Pilzen beimpft (vgl. I. Benpa, 
Diss. Wiirzburg, Manuskript 1956). Die Bakterien stammen aus verschiedenen 
Tiefen des Moores und waren nicht reingeziichtet, stellten also die natiirlich vor- 
kommenden Gemische dar. Die Proben wurden aus 15, 30 und 40 cm Tiefe steril 
entnommen. Nach 6 Monaten Stehen bei Raumtemperatur wurde ausgewertet. 

Der Bewuchs war normal; an der Oberflache hatte der Pilz das Sphag- 
num mit einem feinen Mycel iiberzogen, die Fliissigkeit zeigte eine leichte’ 
Triibung. Der Sphagnumabbau im aeroben Bereich war bereits an der 
Verfarbung des Substrates zu erkennen. Die oberen 5—10 mm waren 
grau und in vielen Fallen die darunter anschlieBende Zone von 5—10 mm 
mehr oder weniger rot. Beide Zonen setzten sich scharf von einander ab, 
so daf} ein roter Ring in der Réhre zu erkennen war. 

Auffallend ist, daB nur in den Rohren mit Bakterien aus 15 cm Tiefe, 
dem aeroben Zersetzungsbereich des Moores, eine Rotfarbung eingetreten 
ist, schwach bei 43/8b (Sym), 4710 (Sym), 5010 (Sym), mittel bei 464 
(Sym), Rh 17 (Sym), 4725 (P), intensiv bei 4355 (M) ; bei den Bakterien 
aus tieferen Schichten bleibt sie anscheinend aus. Die Pilze allein sind 


Wechselbeziehungen zwischen Bakterien und Pilzen des Hochmoores 127 


dazu nicht in der Lage, ebensowenig wie die Bakterien; denn Pilze aut 
Sphagnum ohne Bakterien bringen graue Abbauprodukte hervor, jedoch 
keine roten. Waren andererseits nur die Bakterien fiir die rote Zone ver- 
antwortlich, so miiBte sie innerhalb einer Versuchsreihe annahernd 
gleichmaBig ausgebildet sein. Eine Wechselbeziehung zwischen Pilzen 
und Bakterien beim Abbau des Sphagnums zu roten melanoiden Sub- 
stanzen ist demnach nicht ausgeschlossen. Wie wir aus den bisherigen 
Untersuchungen gesehen haben, werden diese bei py 5 nicht gebildet. 
Durch Autolyse der Bakterien mag eine lokale Verschiebung der py- 
Verhaltnisse zum Alkalischen hin eintreten, so daB die enzymatische 
Umsetzung von freigelegtem Sphagnumeiweif oder dessen Aminosauren 
durch Pilze unter Zutritt von Luftsauerstoff auf die beschriebene Weise 
erfolgen kann (vgl. auch Laarscu 1954). Da aber nur bestimmte Bakte- 
rien zur Farbstoffbildung beitragen kénnen, mag auch eine direkte 
Mitwirkung vorliegen. Die Beobachtungen bei den Bakterien-Pilz- 
Mischkulturen auf Sphagnumagar, wo teilweise eine verstirkte Pilz- 
pigmentierung auftrat (vgl. Tab. 6), erfahren dadurch eine Bestiétigung 
und Erweiterung. 

Um den Farbstoff zu extrahieren, wurde aus den roten Zonen ein PreB- 
saft, eine rote, milchig triibe Suspension hergestellt. Die Abtrennung des 
Farbstoffes von den Teilchen durch Filtration mit dem Bakterienfilter 
war erfolglos; er muBte also an KiweiBstoffe gebunden sein. Daher wurde 
der PreBsaft mit 6n HCl im Stickstoffmedium 24 Stunden bei 100° C 
hydrolysiert, anschlieBend im Vacuum bei 45°C bis zur Trockne ein- 
gedampft und mit Wasser wieder aufgenommen; eine schwarze amorphe 
Substanz blieb als unldslicher Riickstand. Die schwach saure wabrige 
Lésung wurde mit der gleichen Menge Butanol ausgeschiittelt, wobei sich 
in der alkoholischen Phase ein intensiv rotbrauner Farbstoff léste, 
wahrend in der wafrigen Phase ein gelbgriiner zuriickblieb. Rein auBer- 
lich war die rotbraune Butanolfraktion nicht von der Kulturloésung des 
478 (Sym) vom Anfangs-py 7,0 zu unterscheiden; auch sonst zeigte sie 
Kigenschaften der Melaninvorstufen (vgl. S. 125). 


6. Zur Entstehung von Huminsduren 1m Hochmoor 
auf Grund bisheriger Untersuchungen 

Eine eingehende Analyse der chemischen Zusammensetzung des Moores von 
Souct (1938) bringt eine Vielfalt von Stoffgruppen zutage, deren wichtigste jedoch 
die Huminsauren sind. Je nach der Ausgangssubstanz klassifiziert der Autor die 
Humusstoffe in Melaninhumus aus Proteinen durch Einwirkung von Luftsauerstoff 
and Oxydationsfermenten, in Gerbstoffhumus und Ligninhumus. WaxksMAN 
(1932) hebt die Bedeutung der Mikroorganismen bei der Torfbildung hervor. 

Der Nachweis melaninbildender Tyrosinase und_ligninspaltender 
Tannase bzw. Laccase (Tab. 11 u. 8) bei den Ericaceensymbionten deutet 
auf eine Mitwirkung dieser Pilze bei der Umwandlung von lebendem 

g* 
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Pflanzenmaterial des Hochmoores, besonders von Sphagnum, in Humin- 
siuren hin. Inwieweit sphagnumabbauende Bakterien direkt, sei es durch 
Freilegung von leicht oxydierbaren Verbindungen, oder indirekt durch 
bloBe lokale Alkalisierung des Mediums, diese Prozesse beschleunigen, 
muB noch offen bleiben. Auf Grund experimenteller Ergebnisse steht 
jedoch fest, da ein solcher Binflup méglich ist (vgl. 8.126). 
Beobachtungen am natiirlichen Standort mégen das Bild vervollstan- 
digen. Das Hochmoor zerfallt generell in 4 verschiedene Zonen, die schon 
an der Farbung zu erkennen sind (Abb 18). Zunachst Zone A, lebende 
Sphagnumdecke; dann Zone B, absterbendes Material mit dunkelgrauer 
Farbe; Zone C, bereits stark humifi- 
ziertes Material von dunkelbrauner bis 
schwarzer Farbe. Bis hierher geht der 


aerob 
aerobeZersetzungsbereich, dessen Mach- 
tigkeit sich je nach Hohe des Grund- 
py wasserstandes verandert. Mit der Zone D 


beginnt der anaerobe Zersetzungs- 
bereich; sie enthalt Schwefelwasserstoft 
Abb. 18. Hochmoorprofil und weist eine graue Farbung auf, da 
die dunklen Bestandteile der Zone C 
reduziert sind. Im PrefBsaft aus der Schicht C ist dieselbe rotbraune 
Farbung festzustellen, wie bei mehreren Ericaceensymbionten auf syn- 
thetischer Nahrl6sung mit Tyrosinzusatz. Beim Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff wird die Lésung reduziert (vgl. Tab. 13). 

Betrachten wir die Vertorfung am Beispiel der Entstehung von 
Melaninhumus. In der untersten aeroben Schicht C unterliegt das 
Sphagnum besonders dem mikrobiellen UmwandlungsprozeB, vor allem 
der Oxydation zu rotbraunen Melaninvorstufen. In dieser Zone also 
wiirden die untersuchten Pilze ihre Haupttatigkeit entfalten. Das stetige 
Wachstum der lebenden Schicht bedingt eine allmahliche Verschiebung 
der einzelnen Zonen; d. h. die Schicht C geht in D iiber und kommt in 
den Bereich von Schwefelwasserstoff. Hier werden die Melaninvorstufen 
reduziert, die Farbe wechselt von dunkelbraun nach graubraun und nur 
die bereits polymerisierten, nicht mehr reduzierbaren Substanzen (vgl. 
Tab. 13) blecben erhalten. Bringt man dieses Material mit Luftsauerstoff in 
Beriithrung, tritt eine erneute Oxydation ein, was in der wiederauftreten- 
den dunkelbraunen Farbe zum Ausdruck kommt. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Rolle der Mikroorganismen beim Abbau der Sphagna und ihrer 
Uberfithrung in Torf wurde bereits von WAKSMAN (1932) hervorgehoben. 
Buraerr (1954) hat neuerdings auf Grund zahlreicher Isolierungen aus 
dem Hochmoor den Ericaceensymbionten bei diesen Prozessen eine 
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besondere Bedeutung beigemessen. Die vorliegenden Untersuchungen 
konnen diese Ansicht vollauf bestatigen. Alle daraufhin untersuchten Sym- 
bionten scheiden einen Férderstoff aus, der die Bakterien zu einer erhéhten 
physiologischen Aktivitét anzuregen vermag, was eine verstirkte Zer- 
setzung des organischen Substrates zur Folge hat. Zur Abbauleistung 
der Pilze selbst kommt also noch die gesteigerte Wirksamkeit der Bakte- 
rien, solange sich letztere im EinfluBbereich von Férderstoffproduzenten 
befinden. Diese Bedingung diirfte im aeroben Bereich der Sphagnum- 
decke immer erfiillt sein, da die oberen Schichten des Hochmoores dicht 
von verpilzten Ericaceenwurzeln durchsetzt sind. 

Als allgemeine Regel stellt sich heraus, daf eine einzelne Art die orga- 
nische Substanz des Hochmoores nicht in dem Mae abbauen kann wie 
die Kombination von Organismen verschiedener Zugehérigkeit. WAKSMAN 
u. Hutcurnes (1937/38) haben von ahnlichen Wechselbeziehungen bei 
der Aufarbeitung von Pflanzenriickstanden berichtet. 

Bei einer Reihe von Ericaceensymbionten ist nach der Methode von 
BavENDAMM und nach eigenen Methoden die Bildung von Polyphenol- 
oxydasen vom Tyrosinase- und Tannasetyp nachgewiesen worden. Mit 
Hilfe dieser beiden Enzyme sind die Pilze in der Lage, die bei der Bakte- 
rientatigkeit anfallenden Sphagnumabbauprodukte in Huminsauren 
umzuwandeln. Die Oxydation von Tyrosin zu Melanin vollzieht sich 
nach den gleichen GesetzmaBigkeiten, wie sie RaPER (1927) festgestellt 
hat. Im unteren Teil der aeroben Schicht des Hochmoores, der sogenann- 
ten Schwarzschicht, wird der Melaninhumus gebildet. Bis hierher reichen 
auch im allgemeinen die lebenden verpilzten Wurzeln der Ericaceen. 

Eine zweite Art einer enzymatischen Tanninaufspaltung durch Moor- 
pilze verursacht statt einer Schwarzung eine Aufhellung des Nahrbodens, 
wobei der jeweils enzymatische Mechanismus noch aufzukliren ware?. 
Der Gerbstoff wird entweder von zwei verschiedenen Enzymen angegrif- 
fen, oder die Tannase vereinigt in sich beide Méglichkeiten. Es handelt 
sich um tanninophile Organismen; denn sie kénnen Tannin als einzige 
C- Quelle verwerten. Diese Eigenschaft ist fiir die Mycorrhizapilze auch 
deshalb bemerkenswert, weil nach BurGcEFF der Gerbstoff in den Erica- 
ceenwurzeln als Kohlenhydratquelle in Frage kommen kann. 


Zusammenfassung 
Es wurden aus dem Hochmoor isolierte der Gattung Cladosporium 
nahestehende Ericaceensymbionten, Penicillien, Mortierellen und Ver- 
Licillien sowie drei Bakterienstamme auf ihre Wechselbezichungen im 
Hinblick auf Sphagnumabbau und Torfbildung untersucht. Hinige 
testmethodische Fragen wurden erortert. 


1 Anm. bei der Korrektur: Zum Abbau der Gallussiure vgl. H. FRreDRICH: 
Arch. Mikrobiol. 25, 297 (1956). 
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1. Beim Test Pilze gegen Pilze lag im Vitaltest eine rein nahrstoff- 
bedingte Hemmung vor. Eine Antibioticabildung war nicht nachzu-. 
weisen. Verschiedene Hemmtypen wurden aufgestellt. 

2. Bei der Kombination Bakterien gegen Bakterien wurde unter etwas‘ 
abgewandelten Kulturbedingungen in einigen Fallen eine echte Hem-. 
mung festgestellt. Im allgemeinen war aber die gegenseitige Beein- 
flussung gering. 

3. Die Bakterien wurden von den Mycorrhizapilzen der Ericaceen 
und von Penicillium mehr oder weniger stark geférdert, was sich beson- 
ders bei 15 G und 16/4 in einer wesentlich héheren CO,-Produktion aus- 
driickte. Die physiologische Aktivitat hat unter den gegebenen Kultur- 
bedingungen nach 8 Tagen stark nachgelassen. Die Férderung beruhte 
auf einem Stoff mit den Eigenschaften eines Biokatalysators, der bei 
Raumtemperatur stabil ist und bei 80° inaktiviert wird. 

4. Die Bakterien ihrerseits hemmten die meisten Pilze mehr oder 
weniger in ihrer Entwicklung. Fast alle Pilze konnten diese Hemmung 
jedoch mit der Zeit ttberwinden. AuBerdem riefen die Bakterien Form- 
und Farbveranderungen bei den Mycelien hervor. 

5. Aminosduren regten die Symbionten zur verstarkten Pigment- 
bildung an; auch die dendroide Mycelform konnte auf diese Weise 
reproduziert werden. 

6. Es konnte bei vielen Symbionten und einigen Nichtsymbionten die 
Bildung von Tannase und Tyrosinase nachgewiesen werden. Es ergab 
sich eine vorlaufige Gliederung in Korrosions- und Destruktionspilze. 
Eine zweite Art der Tanninaufspaltung durch Pilze konnte festgestellt 
werden. 

7. Zur Bildung von Melanin aus Tyrosin waren die meisten Ericaceen- 
symbionten befahigt. AuBerdem konnte aus Sphagnum durch das Zu- 
sammenwirken von Bakterien und Pilzen Melanin erzeugt werden. 

8. Auf Grund von Beobachtungen am natiirlichen Standort entsteht 
der Melaninhumus im unteren Teil der aeroben Zone des Hochmoores. 

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. Burarerr, méchte ich zum 
SchluB dieser Arbeit fiir die vielseitigen Anregungen und Férderungen, die er mit 


zuteil werden lieS, und nicht zuletzt fiir die groBziigige Uberlassung aller Hilfs. 
mittel des Institutes auf das herzlichste danken. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Zur Strahlenresistenz pigmentierter Bakterien * 


Von 
HERTA SWART-FUCHTBAUER 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 7. August 1956) 


Auf Grund der Beobachtung, da der Prozentsatz der gefarbten 
Bakterien! in der Luft etwa dreimal so hoch ist wie in der Erde, wurde 
geschlossen, daB gefarbte Bakterien gegeniiber Sonnenstrahlen wider- 
standsfahiger sind als farblose (SwarT-FicHTBavER, 1951). Diese auf 
dkologische Befunde gestiitzte Arbeitshypothese wird in der vorliegenden 
Arbeit experimentell untersucht. 


In der Literatur fanden sich drei Arbeiten, die sich mit der Strahlenresistenz von 
Pigmentbildnern befassen. OKONUKI (nach BUNNING, 1936) beschrieb, daB eine mit 
einer Hg-Dampflampe bestrahlte rosa Hefe wesentlich resistenter ist als eine weiBe. 
DEweEy u. Pork (1938) bestitigten dieses Ergebnis und fanden bei Untersuchungen 
der Pseudomonas-Gruppe die farbstoffreichen Organismen viermal so resistent wie 
die farbstoffarmeren und bedeutend widerstandsfahiger als farblose Organismen 
(Aerobacter aerogenes und Escherichia coli). Eine russische Arbeit von IMSENECKI 
(1946) ,,Uber die biologische Bedeutung der Bakterienpigmente“, die erst nach 
Beginn dieser Untersuchungen ver6ffentlicht wurde, ist der vorliegenden Arbeit in 
ihrer Problemstellung am ahnlichsten. Der Verf. zerstaubte Bakterienaufschwem- 
mungen, bestrahlte sie in der Luft mit einer Hg-Lampe und ziahlte die auf Petri- 
schalen sedimentierten Keime aus. Die Pigmentbildner Sarcina aurantiaca, Sarcina 
lutea und Micrococcus sulfureus wurden mit den pigmentfreien Leukorassen von 
Sarcina aurescens, Micrococcus carneus und Bacterium prodigiosum verglichen. Vor 
der Bestrahlung wurden 52,1% farbige und 47,8% farblose Keime ausgezahlt, nach 
der Bestrahlung 87,2% farbige und 12,7% farblose. ImSmnecKr schloB aus den 
Ergebnissen dieser grob orientierenden Versuche, daf Bakterien mit carotin- 
haltigem Farbstoff vor UV-Strahlen geschiitzt sind. 


In friiheren Arbeiten wurde stets vorausgesetzt, dafS nur die kurz- 
welligen UV-Strahlen schaidigen und es wurde daher ausschlieBlich mit 
diesen bestrahlt. Sie werden jedoch unter natiirlichen Bedingungen voll- 
stindig durch Ozon und Sauerstoff absorbiert. Die bactericide Wirkung 
des Sonnenlichtes beginnt erst im langwelligen UV (= Anfang des Sonnen- 


* Teilergebnisse der Dissertation: Herta FiicurBpavER: ,,Die Strahlenresistenz 
pigmentierter Bakterien“. Mathem.-Naturw. Fakultaét der Univ. Géttingen 1950. 

' Ks sind nur die nicht photosynthetisch arbeitenden Pigmentbildner gemeint, 
die auf Nahrbéden kraftig gefirbte Kolonien bilden. Ihre Farbstoffe sind wahr- 
scheinlich Stoffwechsel-Endprodukte und werden in die Membran oder nach auBen 
abgeschieden (Rreprt-Baupus, 8. 38). 
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spektrums, im Winter etwa bei 7 305 mm), gewinnt schnell an Intensitiit, 
hat ihren Gipfel zwischen 1 366 mu und 2 405 my und nimmt dann all- 
mahlich wieder ab (Swart-FUcHTBAUER u. RrppeL-BaLpEs, 1951). Die 
Auswahl der Strahlenquelle spielt daher eine groBe Rolle und wird im 
methodischen Teil ausfiihrlich diskutiert. 

In der vorliegenden Arbeit wird zunachst zur Stiitzung der dkolo- 
gischen Ergebnisse der Hinflu8 von Bakterienpigmenten auf die Strahlen- 
resistenz bei 31 sehr verschiedenen Organismen im natiirlichen und 
kiinstlichen Licht untersucht. Dariiber hinaus wird aber besonderer Wert 
auf den Vergleich von farbverschiedenen Varianten des gleichen Stammes 
gelegt, da hier allein der Farbstoff eine méglicherweise unterschiedliche 
Resistenz verursachen kann. 

Sehr viele Pigmentbildner haben neben der Absorption im sichtbaren 
Licht ein zweites Absorptionsmaximum im ultravioletten Teil des Spek- 
trums. Daraus ergibt sich, daB Bakterien mit gleich aussehendem Farb- 
stoff sehr verschieden resistent sein konnen. In solchen Fallen k6nnen nur 
spektroskopische Untersuchungen dariiber Auskunft geben, ob die 
Resistenzunterschiede auf eine unterschiedliche Absorption durch den 
Farbstoff zuriickzufiihren sind. 

Im Freiland findet man in der Luft am haufigsten Hefen und Kokken 
— man muB also annehmen, daf bestimmte Mikroorganismengruppen 
besonders strahlenresistent sind und da auch andere Faktoren als die 
Pigmente die Widerstandsfihigkeit gegeniiber Strahlung verursachen 
k6énnen. So werden im letzten Teil der Arbeit die Hinfliisse der morpho- 
logischen und physiologischen Konstitution der Bakterienzellen auf die 
Strahlenresistenz untersucht. 


Methodik 


Fiir die Bestrahlungsversuche sind 40 Stamme: Kokken, Bakterien, Bacillen und 
Hefen verwendet worden, die frisch isoliert worden waren oder der Instituts- 
sammlung entstammten. Es wurden nur solche Stamme gewahlt, deren Kolonien 
nach drei Tagen Bebriitung auf den verwendeten Nahrbéden (1000 g Wasser, 3 g 
Pepton-Witte, 12 g Probacit, 5 g Glycerin, 12 g Agar-Agar, mit 5%iger Natronlauge 
neutralisiert) unabhangig von der Belichtung die Farbe gut erkennen lieBen. Auf 
eine nahere Beschreibung der Stamme wurde hier verzichtet, da weder die Stamme, 
noch deren Farbstoffe bestimmt worden sind. Da stets der gleiche Nahrboden ver- 
wendet wurde, brauchte der Einflu8 des Nahrmediums auf die Strahlenresistenz 
nicht beriicksichtigt werden. Als Testobjekt diente Bact. prodigiosum, da wegen des 
schnellen Wachstums die Kolonien schon am ersten Tage nach der Bestrahlung 
auszahlbar waren. Zur Erzielung eines ganz diinnen gleichmaBigen Bakterienfilmes 
auf der Agar-Oberflache wurde Bakterienmaterial einer 24 Std alten Schragagar- 
kultur in physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, gut geschiittelt, bei 
einzelnen Stimmen weiter verdiimnt, auf die Agarplatte geschichtet, vorsichtig 
abgesaugt, 10 min angetrocknet (um eine nachtragliche Beimpfung der bestrahlten 
Stellen zu vermeiden) und dann dem Licht exponiert. Da schon eine halbe Stunde 
Altersdifferenz einen Einflu8 auf die Strahlenresistenz hat, muBte die Zeit zwischen 
Beimpfung und Exposition bei jedem Versuch gleich sein. 
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Bei Bestrahlungsversuchen im natiirlichen Licht wurde die Kolonienzahl 
einer bestrahlten und einer unbestrahlten Stelle der gleichen Platte ermittelt und 
der Prozentsatz der Uberlebenden durch Auszdhlung und Mittelung von je 8 Ge- 
sichtsfeldern berechnet. Bei der Auswertung war zu beriicksichtigen, da sich das 
Verhiltnis leicht zugunsten der Lebenden verschob, da sich die iibrig gebliebenen 


Keime auf dem bestrahlten Sektor besonders gut entwickelten. Besonders erschwert. 


war die Auswertung von Zwischenformen verschiedener Schadigungen, wie z. B. bei 
Bact. prodigiosum, wo sich bei Sonnenexposition alle Ubergange von kaum sicht- 
baren Zwergkolonien bis zu voll ausgewachsenen Kolonien zeigten. Die Petrischalen 
wurden meist um die Kulmination 1—4 Std auf weifem Filtrierpapier exponiert, 
das im Sommer auf standig mit Wasser durchrieselten Tiichern lag; die Temperatur 
auf den Platten stieg daher nicht iiber 25° C. Es konnten beliebig viele Platten unter 
gleichen Bedingungen aufgestellt werden, aber die Versuche waren nicht reprodu- 
zierbar. Energiemessungen waren sinnlos gewesen, da die Empfindlichkeit keines 
Instrumentes der der Bakterien in 
den wesentlichen Bereichen genau ent- 
spricht. Ersatzweise wurden die Er- 
gebnisse auf die Empfindlichkeit von 


Tabelle1. Prozentsatz der Uberlebenden 
nich 1, 2 und 3 Bestrahlungsstunden 


Luposition : Bact. prodigiosum bezogen, da bei 
30. 4. 1949, 10° C, bedeckter Himmel diesem Bakterium dieSpanne zwischen 
Stibchen Rokion Lichtschadigung und Tétung am ge- 


@ 17 Stiimme ringsten ist (KEHRISMANN u. NOETH- 
LING, 1932). 


Stunden | ¢ 20 Stimme 


5 a | ne Bact. prodigiosum war bei allen Be- 
3 53.8 | 9 40 strahlungen vor einer kiinstlichen 


Lichtquelle mit Belichtungszeiten von 
wenigenSekunden am empfindlichsten, 
Sarcina lutea (Stamm 37) am resistentesten (UV-Apparat: 50% ige Tétung nach 1,0 
bzw. 18,7 sec). Bei Bestrahlungszeiten von 1—1'% Std im Sonnenlicht iiberlebten 
56,7% von Bact. prodigiosum, 67,2% von S. lutea (7 verschiedene Versuche, je drei 
Platten), bei Expositionen von 2'4,—4 Std: 40,99, Bact. prodigiosum, 33,2% S. lutea 
(Mittelung aus 7 Versuchen). Um zu erfahren, ob bei langen Bestrahlungszeiten immer 
die Stabchenformen den Kokken iiberlegen sind, wurden die Uberlebenden von 37 ver- 
schiedenen Stammen nach 1, 2 und 3 Bestrahlungsstunden im Sonnenlicht getestet. 
Wie Tab. 1 zeigt, waren die Kokkenformen den Stibchenformen gegeniiber um so 
mehr benachteiligt, je langer die Bestrahlungszeiten waren. Da je nach Jahreszeit 
und Witterung verschieden lange Bestrahlungszeiten gewahlt werden mufBten, 
schwankten also die Werte auBerordentlich und eine vergleichende Bestrahlung im 
Sonnenlicht konnte nur bei Untersuchungen von Organismen einer Gruppe durch- 
gefiihrt werden. 


Es war also unumgiinglich, fiir einen Teil der Versuche eine kiinstliche Licht- 
quelle heranzuziehen, obwohl keine der Sonne in ihrer Strahlenqualitat und 
-quantitat gleicht. Nur eine Lichtquelle mit annahernd kontinuierlichem Spektrum 
bietet alle Méglichkeiten fiir eine Schidigung, da die Bakterientétung in dem unter- 
suchten Bereich wellenlingenabhangig ist, also alle Wellenlangen in der Lichtquelle 
vorhanden sein miissen. Leider waren bei allen benutzten Strahlern wie Kohlen- 
bogenlampe, Kisenbogenlampe, Witte-Lampe und Osramvitaluxlampe die erforder- 
lichen Bestrahlungszeiten so lang, daB doch zu den linienarmen und intensitats- 
reichen und daher biologisch ungiinstigen Quecksilberlampen gegriffen werden 
muBte. Von diesen erwies sich die Hg-Héchstdrucklampe HBO 500 als am 
giinstigsten, da die Linien des Spektrums durch den Uberdruck in die Breite ge- 


zogen werden. Im langwelligen, gefilterten Lichtbereich waren aber immerhin 2 Std 
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notwendig, um eine Schadigung zu erzielen. Die Lampe war also fiir Einzelunter- 
suchungen, leider jedoch nicht fiir Reihenuntersuchungen geeignet. 

Ks blieb keine andere Méglichkeit, als die Serienuntersuchungen mit einem be- 
liebig belastbaren und intensitatsstarken Monochromator durchzufiihren: dem 
Kouterschen UV-Apparat. Das Licht wird, von einem elektrischen Lichtbogen 
(zwischen zwei rotierenden Magnesiumelektroden) kommend, in einer Quarzlinse 
gesammelt, durch ein mit Aqua dest. gefiilltes Quarzprisma gestreut, durch einen 
Quarzspiegel nach oben reflektiert, wieder durch einen Quarzkondensor gesammelt 
und dann auf eine offene Petrischale gesandt. Es war eigentlich beabsichtigt, die 
auch im Sonnenlicht vorkommende Magnesiumlinie / 309 my als Strahlenquelle zu 
benutzen. Es konnte jedoch durch Schottsche Filter (UG), die diese Wellenlinge 
durchlieBen, die nachst kurzwelligere Magnesiumlinie 2 280 my aber nicht, nachge- 
wiesen werden, daf die Schadigungen bei A 309 my durch Beimischungen der 
starken Emission bei 1 280 mu herriihrten. Also muBten die Untersuchungen bei 
A 280mm, einer Wellenlange, die im Sonnenspektrum gerade nicht mehr vor- 
kommt, durchgefiihrt werden. Bei einem Durchmesser der bestrahlten Flache von 
1 cm betrug die Intensitét der Magnesiumlinie 1 280 my 3,5 - 10-* Watt/em?. Da 
unterhalb dieser Linie keine energiestarkeren Linien liegen, war das Licht in seiner 
Wirksamkeit monochromatisch. Bact. prodigioswum wurde in dieser Anordnung in 
Lsec getétet, waihrend bei allen anderen Apparaturen mit monochromatischem 
Licht bedeutend langere Zeiten nétig waren. So brauchten EHRISMANN u. NOETH- 
LING (1932) bei der gleichen Linie und dem gleichen Bakterium bei doppelt 
monochromatisiertem Licht 1 Std. 

Die im Sonnenlicht angewendete Bestrahlungsmethode versagte bei den Ver- 
suchen mit kiinstlichem Licht, da beim Ausleuchten der groBen Flachen mit langen 
Expositionszeiten die Belastung der Lampen untragbar gewesen ware. Obwohl ein 
direkter Vergleich mit den Ergebnissen der Sonnenversuche nicht mehr méglich 
war, wurde hier ein anderes Prinzip der Auswertung gewahlt: Auf jeder Platte 
wurden mehrere kreisrunde Felder mit steigenden Intensititen bzw. Belichtungs- 
zeiten bestrahlt, so daB alle Uberginge vom normalen Wachstum der Bakterien bis 
zur volligen Schadigung erzielt wurden. Bei der Auswertung wurden die Intensi- 
taten der 50% igen Schadigungen der verschiedenen Stamme verglichen (Mitte 
zwischen dem Wert, bei dem die Hemmung beginnt und demjenigen, wo sie voll- 
kommen ist). Mit dieser Methode war es méglich, 40 Stamme hintereinander zu 
exponieren, wobei jeder Stamm mit 8 verschiedenen Belichtungen bestrahlt wurde, 
Die Werte waren gut reproduzierbar. 

Die spektroskopischen Untersuchungen wurden folgendermaSen durchgefiihrt: 
Von Schragagarrohrchen mit erhdhtem Agargehalt lieBen sich die Bakterien sauber 
entnehmen, wurden zwischen zwei Quarzobjekttrager gepreBt und in hauchdiinner 
Schicht in den doppelt monochromatisierten Strahlengang einer Hg-Hochdruck- 
lampe gebracht. Das durchgelassene Licht der einzelnen Wellenlangen wurde photo- 
elektrisch bestimmt (MeBgenauigkeit + 2%). Da das Spektrum der geschadigten 
Bakterien gleich dem der Lebenden ist (GATES, 1929, 1930; EnrisMANN u. NOETH- 
LING, 1932), bleibt es ohne Bedeutung, daB die Bakterien wahrend der Messungen 


getotet werden. 
Versuchsergebnisse 


1. Einflup von Pigmenten auf die Strahlenresistenz 


Zu Beginn soll untersucht werden, ob Bakterienpigmente sensibilisieren 
kénnen. In diesem Fall wiirde das Bakterium geschadigt durch die vom 
Farbstoff absorbierte und an empfindliche Bereiche des Bakteriums 
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weitergeleitete Strahlenenergie. Vorversuche mit Erythrosin— einem sen- 
sibilisierenden Farbstoff —zeigten, daB Bact. prodigiosum bei Erythrosin- 
gaben in oder auf den Agar bei Belichtung wesentlich schneller getotet 
wurde als ohne den Farbstoff. Eine ebenso angewandte alkoholische 
Prodigiosinlésung von Bact. prodigiosum sensibilisierte die Bakterien 
hingegen nicht. Auch das von Pseudomonas fluorescens ausgeschiedene 
Fluorescin hatte bei Bestrahlung keine sensibilisierende Wirkung auf 
andere Bakterien. Eine Sensibilisierung durch den eigenen Farbstoff 
wurde also bei diesen beiden Organismen ausgeschlossen; zur Diskussion 
steht nun die Frage, ob der Farbstoff einen Schutz vor Strahlung bie- 
ten kann. 


a) Untersuchung von 31 verschiedenen Stammen 


Zur Gewinnung eines allgemeinen Uberblickes wurden zunachst 31 ver- 
schiedene Mikroorganismenstamme vor dem UV-Apparat bestrahlt. 
Tab. 2 zeigt eine Zusammenstellung der verschiedenen Farbstoffbildner. 

Ohne Riicksicht auf die Zu- 
Tabelle 2. UV-Schddigung ( } 280 mu: Mittelung gehorigkeit zu bestimmten 
aus je 3 Bestrahlungen) verschieden gefarbter Bakte- 


poredone, ; : Mikroorganismen 
rienstimme, geordnet nach ihrer Strahlenresistenz & ated ics 


wurde jeweils das Mittel der 


| Uv Anzahl = ° 

Farbe 50% Schiadigung) der gemittelten Strahlenresistenz verschie- 

insee | Stémme dener Stamme der gleichen 

PRK OT eae 2.5 | 6 Farbe gebildet. Die Farben 
grim-gelb . . 2. . 2.4 2 sind nach der Resistenz der 
orange... ... 3,9 5 betreffenden Staimme ge- 
weid-gelb Diy ee ee & ordnet. Aus dieser Tabelle 
alice sean 74 | 2 geht hervor, daB die farb- 
gelbraliins ate siaies,.och 12.0 | 6 losen und = griinstichigen 


Bakterien im UV-Licht am 
empfindlichsten, die orange und rosa Stiimme resistenter und die gelben 
Organismen den anderen in ihrer Widerstandsfahigkeit mit Abstand 


rosa___ braun ___ orange 
@e@oeeree 


ir 
SSW JO 28 3 3b 28 27 @ 25 2H WO 6 


Abb. 1. UV-Schidigung a 280 my: Mittelung aus je 3 Bestrahlungen) verschieden gefarbter 
Bakterienstiimme, geordnet nach ihrer Farbstoffausbildung 
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uberlegen sind. Von den roten, blauen, blaugriinen und braunen Organis- 
men standen nur wenige Stimme zur Verfiigung, deren Resistenzunter- 
schiede so gro8 waren (siehe Abb. 1), da& sie nicht gemittelt und in Tab. 2 
einbezogen werden konnten. Die resistenten gelben Organismen gehéren 
vorwiegend in die Gruppe der Kokken (Abb. 1). Daher liegt der Verdacht 
nahe, daB die Morphologie der Bakterien die Strahlenresistenz beeinfluBt. 
Die Gegeniiberstellung der verschiedenen Stiémme ist fiir die Beur- 
teilung der 6kologischen Verhiiltnisse wesentlich, fiir die Fragestellung 
nach dem Einflu8 des Farbstoffes auf die Strahlenresistenz kann aber 
nur der Vergleich von Individuen der gleichen Species ausschlag- 
gebend sein. 


b) Untersuchung von verschiedenen Farbvarianten 
eines Stammes 


Fiir diese Untersuchungen schien Bact. prodigiosum besonders geeignet, 
da der rote Stamm Mutationen verschiedener Farbintensitaét zeigt. Wah- 
rend rosa Varianten 6fter beobachtet wurden, fand sich nur einmal eine 
rein weibe Abart. Die Varianten erwiesen sich in Form, GréBe, Kolonie- 
form und physiologischer Reaktion identisch mit dem roten Stamm. 
Erschwert waren die Untersuchungen von Bact. prodigiosum dadurch, 
daB gerade dieser Organismus groke UnregelmaBigkeiten bei den EKinzel- 
versuchen aufweist (LIECHTI u. FEISTMANN, 1938; EHRISMANN u. NOETH- 
LING, 1932). Deshalb mu8ten diese Versuche besonders sorgfaltig durch- 
gefihrt und oft wiederholt werden. 


Zunachst wurden die Stéamme vergleichend der Sonne ausgesetzt. 
Tab.3 zeigt, daB der rote Stamm durchweg widerstandsfahiger ist: Eine 
grobe Mittelung ergibt 73,0% Uberlebende gegeniiber 59,2% bei dem 
weiBen Stamm. Vergleicht man die Werte an den sonnigen und bewolkten 
Tagen getrennt, so sieht man, daf die Differenz zwischen beiden Staémmen 
an den sonnigen Tagen gréfer ist: Der rote Stamm ist ungefahr 1,40mal 
so resistent wie der weiBe; an den Tagen mit bedecktem Himmel betragt 
der Faktor nur 1,09. Um den Bereich, in dem die beiden Staémme ver- 
schiedene Empfindlichkeiten aufweisen, genauer zu ermitteln, wurde mit 
dem UV-Apparat die Wirkung des kurzwelligen Lichtes bei 2 280 my 
untersucht (Tab. 4). Das Ergebnis dieses Versuches, der sechsmal wieder- 
holt wurde, war eindeutig: Der rote Stamm ist bei 2 280m am resistente- 
sten, der rosa etwas weniger widerstandsfahig und der weife am empfind- 
lichsten. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daf der Resistenzunterschied 
zwischen diesen Varianten im Verhiltnis zu den tibrigen Stammen sehr 
gering ist (siehe Abb. 1: Stamm 7 [weiB] und Stamm 20 [rot]). Weitaus 
schwieriger waren die Versuche im langwelligen Gebiet mit der Hg- 
Hochstdrucklampe wegen der notwendigen langen Bestrahlungszeiten 
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Tabelle 3. Bestrahlungen der roten wnd weiBen Variante von Bact. prodigiosum. In der 
letzten Spalte sind verschiedene Verdiinnungen der Suspensionen angegeben bzw. die 
Lénge der Bestrahlungszett 


d. % 
Serie Datum ala Ae Bewolkung aie PAE nico Bem. 
rot | weiB 
38 | 30. 8.48 | 13.00—16.00 Sonne | 25 2 0,5 — 
41 7. 9.48 | 13.00—15.30 Sonne 22 100 45 1. Verd. 
| (schw.wolk.) 18 12 2 niet 
67 | 10.10.48 | 13.00—14.00 Sonne 24 100 6 — 
97 | 26. 1.49 | 10.00—14.30 Sonne 15 30 6 — 
| (dunstig) 
98 | 27. 1.49 | 12.00—13.15 Sonne 16 | 100 99 1. Verd. 
| | 100 100 Dey, 
| | 99 99 Ee 
| 80 80 Ae tes 
103 . | 29. 1.49 | 11.45—16.00 Sonne 8 | 100 100 1 Std 
100 90 yA We 
100 67 Stay 
| 90 65 Aw; 
lll 1. 2.49 | 11.30—15.00 Sonne nd appeal LS alas 
(Schnee!) han O: 0 © A Be 
@ % Uberlebende bei Sonne 72,0 51,4 | (1,40) 
40 | 1. 9.48 | 13.00—15.30 | bedeckt, hell! 15 | 100 100 |: 1. Verd. 
100 80 2 Bt 
57 | 30. 9.48 | 14.00—15.30 wolkig 20 90 80 _— 
71 | 21.10.48 | 13.00—14.30 bedeckt 16 100 95 — 
143 | 14. 3.49 | 12.15—16.15 bedeckt 10 0 10 — 
155 | 30. 4.49 | 13.30—14.30 bedeckt 10 80 85 1 Std 
15.30—17.30 100 ak Da x 
| "76 71 Say 
@ % Uberlebende bei bedecktem Himmel 80,6 74,0 (1,09) 
gesamt: © 73,0 59,2 (1,24) 


Tabelle 4. Bestrahlung verschieden dicht besiedelter Platten mit Bact. prodigiosum vor 
dem UV-Apparat bet verschiedenen Belichtungszeiten 
— = normales Wachstum; - = Beginn einer Schidigung; + = Schadigung; 
+++-+ = totale Schidigung 


Stamm Verd. 16 sec 8 sec 4 sec 2 sec 1 sec vy sec 1/; sec 
Bagtigerodsl del. |. | teeh-toletoetiorterte lsh otiby sola ealth foask ~ i 
rot ae te riathacte | onthe eq" = Cpe — er 
3 |+t++] 4+4+4+ | ++ + | — — — 

Bact.prod.. 1 j;++++]+++°| +++ | +: a = 
rosa ” aad Was a9 age strats + = — 
wl oy aoa a eee = 

Bact.prod.| 1 ~|++++ |] +++ oP erae Siete ae — 
weiB 2 jt+t++]/ +++ | +++ | +4 ‘us — 
RE - aa a ; — 


_ 
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(bis 2 Std) und der geringen Belastbarkeit der Lampe. Es konnten trotz 
allen Bemiithungen ohne Filter und mit den Schottschen Filtern UG,, 
GG,, und OG, keine eindeutigen Resistenzunterschiede festgestellt wer- 
den. Endlich sollte ein Sensibilisierungsversuch mit Erythrosin klar- 
stellen, ob die Stémme sich nicht doch im langwelligen Sonnenlicht in 
ihrer Resistenz unterscheiden. Eine Mischkultur der beiden Prodigiosum- 
stamme wurde bei bedecktem Himmel auf Erythrosinagar exponiert; die 
Zahl der Uberlebenden war bei beiden Stammen gleich. 


c) Spektroskopische Untersuchungen! 


Wie oben mitgeteilt, unterscheiden sich haufig verschiedene Stamme 
mit gleicher oder sehr aihnlicher Farbstoffausbildung sehr stark in ihrer 
Strablenresistenz. Da es fraglich war, ob die Ursache in einer unter- 
schiedlichen Absorption des vorgelagerten Farbstoffes oder in anderen 
physiologischen Differenzen liegt, wurden einige dieser Stiimme spektro- 
skopisch untersucht. Zwei jeweils zu vergleichende Bakterienstimme 
wurden nebeneinander zwischen Quarzobjekttriger gebracht und gleich- 
zeitig durchleuchtet, so daB sich die Messungen der Schichtdicke und der 
Absorption der Objekttrager eriibrigten. Da man annehmen kann, daB 
die HiweiBbestandteile der verglichenen Stémme ahnlich sind, brauchen 
auch diese nicht beriicksichtigt zu werden. Also ergeben die ermittelten 
Werte grob den Absorptionsunterschied der Farbstoffe bzw. der Stoffe, 
in denen sich die beiden Stamme unterscheiden. 

In Tab. 5 sind zunachst die Absorptionen zweier roter Staémme (19 
und 20 = Bact. prodigiosum) gegeniibergestellt, die dadurch aufgefallen 
waren, daB Stamm 19 gegeniiber UV-Licht wesentlich resistenter, 
gegentiber Sonnenlicht aber empfindlicher war als Stamm 20. Die 
Strahlendurchlassigkeit von Stamm 19 betragt bei 2 280 mu nur 45% 
von derjenigen des Stammes 20; im kurzwelligen Bereich scheint also der 
Farbstoff des resistenteren Stammes stark zu absorbieren. Im langer- 
welligen Gebiet wird der Unterschied gegeniiber Stamm 20 wesentlich 
geringer. Die gréBere Widerstandsfahigkeit von Stamm 20 in der Sonne 
ist jedoch sicher darauf zuriickzufiihren, daB Bact. prodigiosum die 
langen Expositionszeiten besonders gut vertragt. — Der gelbe, zu 
Tafeln zusammengeschlossene Kokkenstamm 29 ist vor dem UV- 
Apparat und im sichtbaren Licht etwa dreimal so resistent wie der 
griingelbe Diplokokkenstamm 23. Da Stamm 29 im UV- und im sicht- 
baren Licht stirker absorbiert als Stamm 23, scheint der gelbe Farbstoff 
die schidigende Strahlung abzuhalten. — Die Kolonien der Stémme 19 
und 16 waren makroskopisch nicht zu unterscheiden; ihre orange Farb- 
stoffe schienen gleich zu sein, daher war die voneinander abweichende 


1 Bei diesen Untersuchungen unterstiitzte mich freundlicherweise Herr Dr. 
DorenpborrF vom I. Physikalischen Institut der Universitat Gottingen. 
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Strahlenresistenz dieser Stibchen erstaunlich. Der UV-resistentere 
Stamm J6 absorbierte tatsichlich wesentlich staérker im kurzwelligen 
Gebiet: Er liBt bei 2 280 mu nur 36% der Strahlendurchlassigkeit des 
Stammes 15 passieren. Im langwelligen Bereich sind die Unterschiede 
der Absorption beider Stamme geringer. — Stamm 24, eine Kokke, und 
Stamm /8, ein Stabchen, haben fast die gleiche Farbe (rosa). Auch hier 
bestand die Frage, ob Stamm 25 im UV wegen seiner Form resistenter 
war als Stamm 1/8. Das Ergebnis der Tab. 5 zeigt, daB Stamm 25 im 


Tabelle 5. Vergleich von Strahlenresistenz und Absorption bei je 2 Bakterienstémmen. 
Die Werte geben die durchgelassenen Lichtintensitdten an; die des jeweils weniger 
absorbierenden Stammes sind gleich 100 gesetzt 


Sonne [Uv oe! a Durchlissigkeit 
Stamm Form Farbe %, Uberld. Schiidig : 

| in see | 280 mu | 366 me | 436 mu 
20 - rostrot | 6pe | 91,7 | 1,0 | 100 | 100 | 100 
19 - tiefrot 5 pe 0,0 / 5,1 45 90 74 / 
23 < gelb-grin | 1pe | 16,7 | 2,0 | 100 | — | 1005 
29 3° gelb lia DU oat 6,7 50 — 53 
15 = orange- sna | 218, | 3,0 | 100 | — | 100 
16 =< gelb CGT), 36 — 62 
18 S rosa Bilae4 a ri eaetha0d LH O0 
25 “8 rosa | 5ga 25,0 | 6,0 | 76 = 52 


kurzwelligen Gebiet stiirker absorbiert als Stamm 18, daB also auch hier 
die Absorption die Resistenz bestimmt. Die Umkehrung der Resistenz in 
der Sonne hangt wohl damit zusammen, daB die Kokken bei den langen 
Bestrahlungszeiten immer im Nachteil sind. 


2. Die Strahlenresistenz als Funktion anderer bakterieneigener 
Faktoren 


a) Einflu8 der Zellmorphologie 


40 Mikroorganismenstimme, die dem kurzwelligen Licht (A 280 my) 
des UV-Apparates exponiert wurden, zeigten bei grober Mittelung der 
einzelnen Mikroorganismengruppen folgende Werte: 50% ige Tétung bei 
den Hefen nach 17,7 sec, bei den Kokken und Sarcinen nach 7,4 see und 
bei Bakterien nach 4,2 sec. Die Resistenzunterschiede der verschiedenen 
Gruppen sind also ziemlich erheblich. Um allerdings den Einflu8 der 
Zellmorphologie auf die Strahlenresistenz zu untersuchen, erscheint es 
zweckmafig, morphologisch verschiedene Individuen einer Gattung zu 
untersuchen. Als Versuchsobjekte wurden 13 verschiedene Sarcinen 
gewahlt. 


Zur Strahlenresistenz pigmentierter Bakterien 141 


Es war schwierig, sie in der iblichen Weise vor dem UV-Apparat zu exponieren 
da die Hinstellung der richtigen Kolonienzahl wesentlich schwerer gelang als bei den 
anderen Staémmen. Deshalb wurden die beimpften Platten vor das gesamte Spek- 
trum gestellt; die Strahlung wird in das langwellige Gebiet hinein immer intensitats- 
schwiacher, so dafS§ der Durchmesser der bestrahlten Stelle (in cm) auf der Petri- 
schale mit schwach oder nicht entwickeltem Wachstum den jeweiligen Grad der 
Empfindlichkeit angibt. 


Tabelle 6. Bestrahlungen verschiedener Sarcinen vor demGesamtspektrum des K ohler- 
schen UV-Apparates. Die Ziffern (cm) geben die Grépe des geschddigten Bereiches an. 
Spalte 5: 1 = starkes, 4 = schwaches Wachstum 


| 


Schadi | S 
Stamm ¢ Oe Form GréBe eee Farbe 
37 J—2 6,5 « 6,5 ] 
as gelb-griin lia 
36 ort | 4,0 - 4,0 2 
164 21. 4 2 
34 2,1 3,0 - 3,0 2 5 ; 
9b 23 B 9 gelb-griin lia 
CG 12 25 2 
38 3,0 @ 3,0 - 3,0 3 gelb-griin lia 
Iva 3,1 2,5 > 2,5 3 gelb-orange | 2 na 
31 oH) B 3 
30 3,8 2,6 > 2,6 3 gelb-griin lia 
G1 3,9 2,0 > 2,0 4 wei-gelb lea 
33 4,0 ee 2,0 - 2,0 4 braun 3 ea 
S. agilis 4,4 20220 4. farblos e 


Tab.6 zeigt die Werte eines Versuches, geordnet nach zunehmender 
Empfindlichkeit der Zellen. Stamm 37 ist danach am resistentesten, 
S. agilis am empfindlichsten. Man sieht, daB nicht alle Vertreter einer 
Farbgruppe auch der gleichen Resistenzklasse angeh6ren; es scheint so, 
_ als ob bei gleicher Farbe (lia) die GréBe des Organismus die Resistenz 

bestimmt. Abgesehen von der GroBe der Einzelzelle ist, wie die Tabelle 
zeigt, auch die Zellenzahl von Bedeutung. Um diesen Einflu8 naher zu 
untersuchen, wurde Sarcina 37 mit der weitaus groften Paketform 
durch Ultraschall vereinzelt (Methodik s. FUcHTBAUER u. THEISSMANN, 
1949). Zur Erzielung einer gleichen Kolonienzahl muBte die zu beschal- 
lende Ausgangslésung etwa eine fiinfmal so geringe Ausgangskonzen- 
tration haben wie die Vergleichslésung. Die Platten wurden mit dem 
Gesamtspektrum einer Hg-Hoéchstdrucklampe bestrahlt. Es zeigte sich, 
daB die UV-Schidigung der 100 min lang beschallten und dadurch 
vereinzelten Sarcinen groBer war als die der 20 min beschallten und diese 
wiederum gréfer als die der unbeschallten, paketformigen Individuen. 


Die Resistenzunterschiede zwischen den vereinzelten und paketformigen 
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Sarcinen waren jedoch sehr gering, die vereinzelten Sarcinen waren 
immer noch widerstandsfahiger als die anderen Mikroorganismen- 
stiimme. Um auszuschlieBen, da die beschallten Individuen vorge- 
schidigt und daher weniger widerstandsfihig gegeniiber Strahlung sind 
als die unbehandelten, wurde Bact. prodigiosum ebenfalls beschallt und 


unbeschallt bestrahlt. Hier zeigte sich kein Resistenzunterschied. 


Tabelle 7. Bestrahlungen von 3 farbigen Sarcinen, die sich nur in der Grépe 
unterscheiden (siehe Tab. 6) 


Serie ral Bs ger Bewélkung er site Sart wee 
s7 | 386 | 35 
38 | 30. 8.48 | 13.00—15.00 | Sonne 25 0,4; 1,4] 4,6 | 
40 | 1. 9.48 | 13.00—15.30| bedeckt, hell} 15 | 23 | 94 | 2 |1.Verd 
| 10 58h (0 Des 
41 7. 9.48 | 13.00—15.30 Sonne, 22 12 eee 4s ees 1. Verd 
schwach | | 
2 — 01) | 2 
67 | 10.10.48 | 13.00—14.00 | Sonne 24 | 100 95 5 
71 | 21.10.48 | 13.00—14.30) bedeckt 16 | 100 | 100 — 
143 | 14. 3.49 | 12.15—16.15 bedeckt 10 60 60 0 
155 | 30. 4.49 | 13.830—14.30 bedeckt 10 77 80 58 1 Std 
15.30—17.30 100 | 72 8 2s 
82 | 56 8 By 65 
@ % Uberlebende: 51,5, 63,0] 8.6 


Tab. 7 enthalt die Werte einiger Sonnenbestrahlungen der 3 Sarcina- 
Stimme, von denen jeder mindestens aus 16 Einzelzellen besteht. 
Stamm 35 ist auch hier am empfindlichsten, hingegen schwanken die 
Ergebnisse bei Stamm 36 und 37 stark. Jedenfalls sind die Resistenz- 
unterschiede erheblich, obwohl die Pigmente sich in ihrer Farbstoff- 
ausbildung nicht unterscheiden. 


b) EinfluB der physiologischen Zellpotenzen 
Azotobacter. Azotobacter chroococcum Beijerinck bildet bei Alterung 
oder Nihrstoffmangel einen schwarzen, melaninhaltigen Farbstoff aus, 
mit dem die Membran inkrustiert ist. Da das Melanin stark im UV 
absorbiert (nach MrEcHER, 1932, etwa 5—10mal stiirker als das Carotin), 
miiBten die schwarzgefirbten Azotobacterzellen gegeniiber Strahlung 
wesentlich resistenter sein als die farblosen. Vergleicht man einen alten, 
schwarzen Stamm mit einem jungen, farblosen, so sind die physiolo- 
gischen und Gréfenunterschiede wahrscheinlich ziemlich gro; deshalb 
wurden gleichaltrige, jedoch auf verschiedenen Nahrbéden aufgewach- 
sene Individuen des gleichen Stammes gegeniibergestellt. Auf Normalagar4 


1100 g¢ Wasser, 


2% Agar. 


2 o 


2g Mannit oder Glucose, 0,02 g sekundires Kaliumphosphat, 
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fiir Azotobacter nach BrtsERINCK blieb der Stamm nach 48 Std farb- 
los. Auf einem Schragréhrchen mit demselben Niahrboden, jedoch 
nur 0,1°% Glucose, wurden die Organismen dunkel. Tab. 8 zeigt die 
Ergebnisse der beiden verschieden er- 

nahrten, aber auf gleichem Nahrboden —Tapelie g. Vergleichende Bestrah- 
bestrahlten Stémme.Obwohlderdunkle lung (30. 4. 1949, 10° CO, bedeckter 
Stamm durch seinen Melaninreichtum  ¢mmel) eineshellen und eines durch 
geschiitzt sein sollte, ist er empfind- crags f oe. 4 solalanzen 
licher als der farblose Stamm, der vorher poiaberkas enreoenim 


auf gutem Nahrboden gewachsen war. 7 Uberlebende 


Strnden Azotobacter chr. 


Hefe. Kin weiber Hefestamm (326) hell | schwarz 
und ein roter (329) wurde vergleichend = =———«|sisis id] ill!” 
der Sonne ausgesetzt (1. 2. 1949, 2 ered) ja co 30 
Schnee): Der weiBe war nach 3 Std 3 eae ae 0 


vollig vernichtet, der rote unbeschadigt. 
Der Unterschied war nach den bisherigen Erfahrungen unwahrscheinlich 
groB, auch zeigten sich zwischen den beiden Rhodotorulaceen betracht- 
liche morphologische Unterschiede. Daraufhin wurde der Bestrahlungs- 
effekt auf 9 rote Hefestamme aus der Institutssammlung auf Wiirzeagar! 
verglichen mit einem weiBen Stamm, der den roten morphologisch 
aihnelte; Tab. 9 zeigt, daB 4 verschiedene rote Staémme sehr resistent 
waren, 3 rote und der weiBe hingegen empfindlich. Wachstumsunter- 
suchungen auf verschiedenen Nahrbéden ergaben, da® alle empfind- 
lichen St&mme besonders schlecht auf dem beschriebenen Glycerinagar 
wuchsen. — 3 Stamme wurden zu einer eingehenden Untersuchung 
herangezogen (Tab. 10): Stamm 4/ (rot, strahlenresistent), Stamm 42 
(rot, empfindlich), Stamm £0 (weil, empfindlich) ; morphologisch glichen 
sie sich sehr und die Farbstoffe der beiden roten Stiimme schienen auch 
gleich zu sein (es wurden Extraktionsversuche mit Wasser, Ather, 
Athylalkohol, Methylalkohol, Butylalkohol, Benzol usw. durchgefihrt). 
Die Versuchsergebnisse im UV-Licht entsprechen etwa denjenigen im 
Sonnenlicht. Die Unterschiede der Resistenz sowohl gegen Kochsalz? 
als auch gegen Hitze lassen auf physiologische Unterschiede der Stamme 
schlieBen. Die Differenzen der Hitzeresistenz decken sich mit denen 
der Strahlenresistenz. 

Hitze- und Kochsalzwiderstandsfahigkeit wurden bei weiteren 40 Stammen 
untersucht, ohne daB bestimmte Beziehungen zur UV-Resistenz festgestellt werden 
konnten. 


1 500 cm? Wasser, 500 em* Wiirze, 12 g Agar. 
2 Das Kochsalz wurde toxisch wirkenden Verbindungen wie Kupfersulfat, Wasser- 
stoffsuperoxyd usw. vorgezogen, bei denen die Ubergange zwischen Wachstum und 


Tétung zu kraB sind. 
10* 
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Tabelle 9. Strahlenresistenz verschiedener Hefen nach 4stiindiger Sonnenexposition 


Stamm Farbe GréBe Form / Uberlebd. % 
41 jks oe i gee © 100 
122 ot Bm blk a | alg <> 100 
Rhod.glitin, | rot = 88 100 
| RE 
190 | rot fe LS Gi ) 100 
| | 6-5) | | 
186 Hr hate 28 — | 20 
42 | rot | 4-4 | 9) 0 
45 f<vchellrot.. b4) 124.2209 o 0 
40 weiB 4-4 ? 0 


Tabelle 10. Hitze- wnd Kochsalzresistenz verschieden strahlenresistenter Hefen. Die 
Werte geben die Temperaturen bzw. die Konzentrationen an, bei denen die Stémme 
gerade noch gut wachsen 


| Sonne UV, 50% Schdg. | q | Kochsalz 
Stamm | Farbe 9% Uberlebd. in sec | Temp.°C | mol 
4] rot 100 40 65 12 
42 rot | 0 8 5D 0.9 
40 weiB 0 5 | 5 13 
Diskussion 


Die Problemstellung ergab sich aus dkologischen Erfahrungen; in der 
vorliegenden Arbeit sollten daher auch im Experiment die natiirlichen 
Verhiltnisse besonders beriicksichtigt werden. 

Nach CoBLentz u. Mitarb. (1928) ist die Intensitaét der Sonnenstrahlen 
bei 2 315 mu 10®mal so stark wie bei 2 290 my — leider ist es unméglich, 
diesen steilen Energieanstieg mit einer kiinstlichen Lichtquelle zu 
erzeugen. Eingangs wurde darauf hingewiesen, daB aber gerade das_ 
kurzwellige Ende des Sonnenspektrums, das die langwelligen UV- und 
die kurzwelligen sichtbaren Strahlen spendet, biologisch besonders 
wirksam ist. Es ergab sich also die Notwendigkeit, einen Teil der Ver- 
suche in natiirlichem Licht durchzufiihren, obwohl diese nicht repro- 
duzierbar waren, da ja die Strahlenverhiiltnisse staéndig schwanken. Es 
stellte sich jedoch heraus, daB die Sonnenbestrahlungen ungeeignet sind 
zur Durchfithrung groBer Versuchsreihen mit verschiedenen Organismen 
(es wurden 40 Stémme nebeneinander bestrahlt), da lange Bestrahlungs- 
zeiten von 1—4 Std erforderlich waren, durch die gegeniiber kurzen 
Expositionen die Kokken wesentlich stirker geschidigt wurden als die 


Zur Strahlenresistenz pigmentierter Bakterien 145 


Stabchen. Gerade die Kokken und Sarcinen sind aber nach den ékolo- 
gischen Befunden in der Luft besonders haufig, also anscheinend unter 
natiirlichen Bedingungen strahlenresistent. 

Die Bestrahlungen wurden immer auf Naéhrbéden durchgefiihrt, auf 
denen sich die Organismen schnell vermehren, die sich unter natiirlichen 
Bedingungen in der Luft wegen Nahrstoffmangels wohl kaum teilen. 
Sicher ist das Verhalten der Kokken bei den langen Bestrahlungszeiten 
auf eine besonders groBe Empfindlichkeit wihrend der Zellteilung 
zurickzufiihren. Durch diese Faktoren wurde die Rolle der Pigmente 
in den Hintergrund geschoben; auch die spektroskopischen Unter- 
suchungen zeigten, da die Beziehungen zwischen Absorption und 
Strahlenresistenz bei den Sonnenversuchen stark gest6rt waren. Das 
Sonnenlicht konnte also nur fiir den Vergleich verschiedenfarbiger 
Varianten eines Stammes herangezogen werden, alle anderen Versuche 
muften vor einer intensitaétsstarken, kiinstlichen Strahlenquelle durch- 
gefiihrt werden. Geniigend kurze Bestrahlungszeiten (Totung in wenigen 
Sekunden) lieferte nur der Kéhlersche UV-Apparat, ein Monochro- 
mator; die langwelligste zur Verfiigung stehende reine Wellenlainge war 
2 280 mp, eine Wellenlainge, die gerade nicht mehr im Sonnenlicht vor- 
kommt (kurzwelliges Ende des Sonnenspektrums im August nach 
Dorno [1919] 4297 my). Man kann aber aus der Wirkung dieser 
Wellenlinge auch auf ein Verhalten der Bakterien im langerwelligen 
UV und kurzwelligen sichtbaren Licht schliefien, da eine Absorption bei 
2280 my sich meist in die Wellenlangenbereiche des Sonnenspektrums 
hineinzieht. Die spektroskopischen Untersuchungen haben diese An- 
nahme insofern bestatigt, als die Stamme, die bei 2,280 mu starker 
absorbierten, immer den anderen auch noch im langerwelligen Licht 
tiberlegen waren. Ebenso absorbierte der stark schiitzend wirkende 
gelbe Farbstoff der Sarcinen auch noch im kurzwelligen UV. 

Theoretisch ist ein Auslesevorgang in der Luft zugunsten der Pig- 
mentbildner durchaus denkbar: Werden die schidigenden Lichtquanten 
durch die in die Membran oder nach auSen abgeschiedenen Farbstoffe 
absorbiert, so kénnen sie nicht mehr bis zu den empfindlichen Teilen der 
Zellen durchdringen. Prekarskt (1937) fand, dab die Membranen der 
Bakterienzellen das kurzwellige Licht stark absorbieren und daB eine 
der Eiwei®absorption vergleichbare UV-Absorption eigentlich nur 
Pigmenten zuzuschreiben ist. Obwohl die Pigmente gerade dadurch 
gekennzeichnet sind, daB sie im Sichtbaren absorbieren und die Rest- 
strahlen als Komplementarfarbe sichtbar sind, haben sie meist dariiber 
hinaus im kurzwelligen Gebiet ein Absorptionsmaximum. Sie kénnten 
also durch die Strahlenabsorption im kurzwelligen und sichtbaren 
Gebiet gerade in den Bereichen einen Schutz gewahren, in denen die 
empfindlichen Zellbestandteile absorbieren und geschadigt werden. 
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Die Hypothese von der Strahlenresistenz der pigmentierten Bakterien 
ist schon dadurch gestiitzt, daB auch im sichtbaren Bereich, in dem die 
Pigmente absorbieren, eine Absorption notwendig ist, denn der Gipfel 
der Bactericidie des Sonnenlichtes liegt zwischen A 366 my und / 405 mu. 
Man miiBte voraussagen kénnen, daf die gelbstichigen Farben am ehesten 
einen Schutz gewahren, da sie im kurzwelligen energiereichen blauen Licht- 
bereich absorbieren, die roten und orange Pigmente, die im blaugriinen 
absorbieren, eine geringere Rolle spielen und die blauen Farbstoffe ohne 
Bedeutung fiir die Strahlenresistenz sind, da sie im langwelligen sicht- 
baren Licht absorbieren. Die Ergebnisse der 6kologischen Unter- 
suchungen bestitigen diese Annahme weitgehend: 5,11 Keime der 
gefarbten Luftbakterien je Platte waren gelb, 2,33 rot, 1,88 orange und 
0,03 blau (Swart-FiicHTBavER, 1951). Dieser Befund konnte nun 
experimentell gestiitzt werden: Bestrahlungsuntersuchungen an 31 ver- 
schiedenen Mikroorganismenstimmen ergaben, daB die gelben Stamme 
am widerstandsfihigsten, die rotgeténten empfindlicher und die griin- 
stichigen und farblosen am wenigsten resistent sind. Spektroskopisch 
wurde nachgewiesen, da die gelben Farben in den schaidigenden Be- 
reichen starker absorbieren als die griinstichigen. Demnach schiitzen die 
Farbstoffe am meisten, die in den Bereichen der starksten Bactericidie 
absorbieren. 

Die bakterient6tende Wirkung der Sonnenstrahlen ist in dem Wellen- 
langenbereich am groBten, in dem das nicht sichtbare UV-Licht iibergeht 
in das sichtbare blaue Licht. Eine in der Farbausbildung nicht sichtbare 
Absorption im kurzwelligen Bereich wird also unter Umstiinden starker 
schiitzen als eine sichtbare im langwelligen. Dafiir sprechen die Befunde, 
daB in der Luft immerhin 53% der Keime pigmentfrei sind (Swart- 
FtcutTsBaver, 1951) und daB gerade bei vermehrter UV-Einstrahlung! 
zwar die Gesamtkeimzahl erheblich sinkt, der Anteil an nichtgefirbten 
Keimen aber verhaltnismaBig hoch ist. 

Kinige Organismen mit farblich gleichen Pigmenten unterscheiden 
sich auffallig in ihrer Strahlenresistenz. Man mufte annehmen, da 
durch eine zusitzliche, nicht sichtbare Absorption im kurzwelligen 
Bereich der resistentere Stamm mehr geschiitzt ist. Diese Annahme 
konnte durch spektroskopische Untersuchungen bestitigt werden: In 
allen Fallen, in denen zwei in der UV-Resistenz unterschiedliche Stimme 
vergleichend spektroskopisch untersucht wurden, war bei A 280 mu der 
Stamm resistenter, der in diesem Gebiet stiirker absorbierte. Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch zu bisherigen Untersuchungen (GATES, 


Grob orientierende Untersuchungen in 3000 m Hohe in den Schweizer Alpen 
(UV-Intensitat um 140% gesteigert) hat mein Bruder, Dr. Hans FicursaveEr, mit 
der freundlichen Hilfe von Herrn Dr. Ansi vom Bot.-Bakt. Inst. der ETH Ziirich 
durchgefiihrt. in 
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1929, 1930), bei denen die Stiimme in den empfindlichen Bereichen am 
_stirksten absorbieren. Das erwartete, entgegengesetzte Reagieren der 
verglichenen farbigen Bakterien ist nur so zu verstehen, dai vorgelagerte 
Stoffe, die in den betreffenden Bereichen noch stirker absorbieren als 
das EiweiB, schiitzend wirken. 

Theoretisch ware es auch moglich, daB gewisse Bakterienfarbstoffe die 
Strahlung absorbieren und die Energie an empfindliche Bereiche weiter- 
leiten, also sensibilisierend wirken. Es kénnen zwar nur fluorescierende 
Farbstoffe photodynamisch wirksam sein, jedoch kann jeder Farbstoff 
in einer Lésung, die die Dampfung der Eigenschwingung der Molekiile 
aufhebt, zur Fluorescenz gebracht werden (JODLBAUER u. Vv. TAPPEINER, 
1913, FOrsTER, 1946). Eine Sensibilisierung von Bakterien durch eigene 
Farbstoffe, die auch von EHRISMANN u. NOETHLING (1936) in Erwagung 
gezogen wurde, konnte hingegen ausgeschlossen werden. 

Aus der Literatur geht hervor, daB auch die Morphologie die Wider- 
standsfihigkeit der Mikroorganismen gegeniiber Strahlung beeinfluBt: 
So fanden EHRISMANN u. NoErHurne (1932), da die groBen Formen 
gegeniiber Strahlung besonders widerstandsfahig sind, DucGaR u. 
HoLLAENDER (1934), daB& die Sporenbildner resistenter sind als die 
nichtsporenbildenden Bakterien. Diese Ergebnisse konnten durch 
Bestrahlung von Hefen, Bakterien, Bacillen und Kokken weitgehend 
bestatigt werden. Am sichersten konnte der Einflu8 der Zellmorphologie 
durch vergleichende Bestrahlungen verschiedener Stamme einer Gruppe 
— der Sarcinen — studiert werden: Bei farbgleichen Staémmen wurde 
die Resistenz sowohl durch die GréBe der Einzelzelle als auch die GréBe 
des Paketes (Vereinzelung durch Ultraschall) determiniert. Jedoch 
waren die Unterschiede zwischen vereinzelten Zellen und Paketen so 
gering, daB auch die vereinzelten Sarcinen noch wesentlich resistenter 
als stabchenférmige Bakterien waren. 

Es muBte auch noch mit anderen Beeinflussungen der Widerstands- 
fahigkeit gerechnet werden. So stellte z. B. WrEssNER (1907) fest, daB 
die Bakterien im Hungerzustand besonders strahlenempfindlich sind. 
Azotobacter chroococcum wird bei Glucosemangel schwarz, und es ergab 
sich die Frage: Wird der ausgehungerte, schwarze Stamm strahlen- 
resistenter sein (das Melanin schiitzt die Haut nach MrecHEr (1932) 
noch 5—10mal stirker als Carotinoide) oder der farblose, sich im guten 
Ernihrungszustand befindliche? Der letztere war resistenter, obwohl 
das Melanin nach Caspersson (1936) vor allem im langwelligen UV 
absorbiert. Der physiologische Zustand des Organismus beeinfluBte die 
Strahlenresistenz also mehr als der Farbstoff. Versuche mit verschieden 
pigmentierten Heferassen hatten OKONUKI sowie Dewey u. PoE (1938) 
unternommen und die sehr betrachtlichen Resistenzunterschiede zwi- 
schen weier und roter Hefe auf einen Schutz durch die roten Pigmente 
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zuriickgefiihrt. Die Unterschiede iibertrafen diejenigen bei farbver- 
schiedenen Varianten eines Stammes so sehr, daB in der vorliegenden 
Arbeit ahnliche Versuche angestellt wurden. Auch hier wurden groBe 
Resistenzunterschiede festgestellt, aber es konnte nachgewiesen werden, 
da® zwischen den strahlenresistenten roten und den empfindlichen roten 
und weiBen Stimmen betrichtliche physiologische Differenzen bestan- 
den. DaB die UV-resistenten Hefen zugleich hitzeresistenter waren, konnte 
nicht von Wirmestrahlen herriihren, da reines UV-Licht verwendet 
wurde — ein gemeinsamer physiologischer Faktor schien also in diesem 
Fall UV- und Hitzeresistenz zu bedingen. Allerdings fanden sich Uber- 
einstimmungen zwischen Hitze- oder Kochsalzresistenz mit der Strahlen- 
resistenz nur bei wenigen der 40 untersuchten Stamme; man mu daher 
annehmen, da neben der Filterung der schadigenden Strahlen durch 
Farbstoffe oder morphologische Strukturen immer verschiedene, kompli- 
zierte physiologische Gegebenheiten die Strahlenresistenz beeinflussen. 
Bei den bisherigen Untersuchungen (siehe auch IMSENECKI, 1946) 
ist nie geniigend groBer Wert darauf gelegt worden, morphologisch und 
physiologisch gleiche Organismen einer Rasse auf ihre Strahlenresistenz 
zu priifen, die sich nur in der Farbstoffausbildung unterscheiden. Nur 
unter diesen Voraussetzungen kann aber ein Resistenzunterschied 
eindeutig auf das Pigment geschoben werden. Bei Bact. prodigiosum 
fanden sich in dem verwendeten roten Stamm haufiger rosa Varianten 
und nur einmal eine weibe, die im Gegensatz zu den bisher beschriebenen 
Varianten (KHRISMANN u. NoETLine, 1936, Kapitan, 1947) rein wei 
war und nie nach rot mutierte. Sie unterschied sich in ihren physiolo- 
gischen Eigenschaften nicht von der roten und war bei Bestrahlungen im 
kiinstlichen und natiirlichen Licht deutlich empfindlicher als die rote 
Ausgangsrasse. Die rosa Rasse, bei der der Farbstoff nicht so intensiv 
ausgebildet war, lag in ihrer Resistenz in der Mitte. Besonders deutlich 
und immer reproduzierbar war der Unterschied im UV-Licht bei 
2280 mu. EHRISMANN u. NOETHLING (1932, 1936) untersuchten die 
Absorptionsspektren des roten und weiBblichen Stammes von Bact. 
prodigiosum mit dem Ergebnis, dafi gerade bei dieser Wellenlinge der 
rote Stamm deutlich stiirker absorbierte. Man kann also schlieBen, daB 
der beobachtete Unterschied bei dieser Wellenliinge auf eine Filtration 
des schaidigenden Lichtes durch den roten Farbstoff zuriickzufithren ist. 
Im langwelligen, sichtbaren Lichtbereich fiihrten Bestrahlungen mit 
natiirlichem Licht zu aihnlichen Ergebnissen. Der Resistenzunterschied 
der beiden Staémme ist gr6Ber an den Tagen mit Sonne als an denen mit 
Bewolkung. Nach Bivrrner (1938) sinkt bei véllig bedecktem Himmel 
der UV-Anteil nur um 55%, der des sichtbaren Lichtes um 65%. Die 
Absorptionskurven der beiden Prodigiosumstiimme liegen nach Exris- 
MANN u. Norraiine (1932, 1936) um 2297 mw und 2313 mu (dem 
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_ kurzwelligen Ende des Sonnenspektrums) nahe aneinander und gehen 
dann im langerwelligen Lichtbereich wieder auseinander. Im direkten 
Sonnenlicht ist also gegentiber dem diffusen Licht bei Bewélkung das 
langerwellige Licht verhaltnismaBig intensiver als die UV-Strahlung und 
der rote Stamm von Bact. prodigiosum im Verhiltnis resistenter als der 
weiBe. Da im langerwelligen Bereich die Absorptionsunterschiede 
zwischen dem roten und weifen Stamm gréBer sind als im kurzwelligen 
Bereich des Sonnenspektrums, liegt die Folgerung nahe, daB der rote 
Farbstoff auch im langwelligen Licht durch die Absorption der scha- 
digenden Strahlen schiitzt. Ein experimenteller Beweis mit kiinstlichen 
Lichtquellen gelang wohl deshalb nicht, weil es wegen der langen Be- 
strahlungszeiten und schwachen Belastbarkeit der Lampen im lang- 
welligen Gebiet nicht modglich war, die Schadigungsgrenze bei Bact. 
prodigiosum so genau zu ermitteln, daB sich Unterschiede zwischen den 
Stéammen zeigten. Jedoch fand auch Kapnian (1950), da ein heller 
Stamm von Bact. prodigiosum bei Erythrosinsensibilisierung im kiinst- 
lichen Licht empfindlicher war als der rote. Bei Bact. prodigiosum ist also 
ein Resistenzunterschied auf Grund der Filterung der bactericiden 
Strahlen durch den roten Farbstoff eindeutig nachgewiesen worden. Daf 
dieser Unterschied nur sehr gering ist, wurde erwartet, da mikroskopische 
und elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt hatten, dais der 
Farbstoff in Form eines amorphen Kornchens seitwarts an einem Pol 
liegt und nur etwa #/, des Lingendurchmessers des gesamten Organismus 
einnimmt. 

Es galt in der vorliegenden Arbeit zu beweisen, da gefarbte Mikro- 
organismen in der Luft durch die Sonnenstrahlen selektiert werden. Die 
Ergebnisse weisen eindeutig darauf hin, dafi unter gleichen morpholo- 
gischen und physiologischen Voraussetzungen die Pigmente den Grad 
der Strahlenresistenz der Bakterien bestimmten. 


Fiir mannigfache Anregung und Beratung danke ich Herrn Prof. Dr. RiePEL- 
Baxpxs, der mir auf die groBziigigste Weise die Arbeitsméglichkeiten des Institutes 


zur Verfiigung stellte. 


Zusammenfassung 


1. Das Sonnenlicht war wegen der erforderlichen langen Bestrahlungs- 
zeiten nur fiir den Vergleich nahe verwandter Staémme verwendbar; die 
Serienbestrahlungen wurden mit dem K6utErschen UV-Apparat 
(A 280 mu) durchgefiihrt. Es wird erortert, inwiefern die hiermit ge- 
wonnenen Ergebnisse fiir die Beurteilung der natiirlichen Verhaltnisse 
verwertbar sind. 

2. Von 31 bestrahlten Mikroorganismenstiimmen waren die gelben am 
resistentesten, die rosa und orange empfindlicher und die griinstichigen 
und farblosen am wenigsten widerstandsfahig. Die Reihenfolge der 
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Resistenz, die sich deckt mit dem Vorkommen der verschiedenen Pig- 
mentbildner in der Luft, erklirt sich dadurch, daB die Farbstoffe um so 
mehr schiitzen, je stiirker bactericid der Wellenlangenbereich ist, in dem 
sie absorbieren. 

3. Spektroskopische Untersuchungen bestatigten den Einfluf der 
Absorption auf die Strahlenresistenz durch Pigmente, die die empfind- 
lichen Teile der Organismen umgeben: der von 2 Staémmen bei 1 280 mu 
jeweils starker absorbierende war in diesem Bereich auch resistenter. 

4. Unterschieden sich 2 Stimme nur in der Farbausbildung (Bact. 
prodigiosum rot und weib), so war der farbige resistenter; waren sie 
auBerdem in der Form (Sarcina), im Ernaihrungszustand (Azotobacter) 
oder in der Hitzeresistenz (Hefe) verschieden, so bestimmten die mor- 
phologischen und physiologischen Eigenschaften der Organismen die 
Resistenz. 
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Die Sexualstoffe der Mucoraceae 
Ihre Abtrennung und die Erklirung ihrer Funktion * 


Von 
M. PLEMPEL 


Mit 14 Textabbildungen 
(HLingegangen am 23. Oktober 1956) 


Die Mucorineen sind zum groBen Teil heterothallisch, d.h. die be- 
treffende Art ist durch zwei Geschlechter vertreten, die man mangels 
geniigender morphologischer und physiologischer Unterschiede mit (--) 
und (—) bezeichnet. Sichere Geschlechtsbestimmung eines Mycels kann 
nur durch den Kopulationsversuch ausgefiihrt werden, der mit einem 
bezitiglich seires Geschlechts bekannten Stamm zu erfolgen hat. Kopu- 
lation ist zu beobachten, wenn zwei verschiedengeschlechtliche Mycelien 
beim Wachstum auf geeignetem Substrat in unmittelbare, bzw. mittel- 
bare Beriithrung kommen. Dabei treten eine Reihe von Erscheinungen 
auf, die vom normalen vegetativen Wachstum abweichen: 

In der Kopulationszone, wie das Gebiet der Bertithrung zweier ver- 
schiedengeschlechtlicher Mycelien heiBt, wird der Hyphenfilz durch 
Carotinanreicherung gelb gefirbt. In dieser gelben Zone werden bei 
Mucor mucedo die morphologisch eigenartigen (-++-)- und (—)-Zygophoren 
ausgebildet, die als Sexualorgane zu werten sind und alsbald zur Kopu- 
lation und Zygotenbildung iibergehen. In der Kopulationszone entstehen 
weder Hauptsporangien noch Nebensporangien. 

Als Sexualreaktionen kénnen angesprochen werden: 1. Lokale, tiber 
die Norm hinausgehende Carotinbildung, 2: Entstehen von Zygophoren 
und Zygoten und, als sekundiére Sexualreaktion, 3. das zygotropische 
Verhalten der Zygophoren. | 

Der gelegentlich zu beobachtende Hemmungsraum innerhalb der 
Kopulationszone ist nach Untersuchungen von ScumrpT (1925) auf Nahr- 
stoffmangel zuriickzufiihren und nicht als Sexualreaktion zu deuten. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist die kiinstliche Auslésung 
von Sexualreaktion an rein vegetativ wachsenden Mycelien heterothalli- 
scher Mucorineen vermittels dazu geeigneter Stoffe und die Analyse der 
Vorgange waihrend einer Sexualreaktion. 


* Celcirrte Distertation der Naturwissenschaftlichen Fakultét der Universitat 
Wiirzburg, 1956. 
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Literaturiibersicht 


1924 lieferte BurGEFF (1912, 1915, 1924) durch seinen Celloidin-Mem- 
branversuch den Beweis, daB die Sexualreaktion durch spezifische Stoffe 
ausgelost wird, die durch Membranen zu diffundieren vermégen. Dieser 
Versuch sei im folgenden kurz geschildert: 


Eine Agarplatte mit (—)-Mycel wurde in der Weise mit einer Celloidin-Membran 
bedeckt, daB etwa 1/, davon die periphere Mycelzone bedeckt, */; auf freiem Malz- 
agar liegen. Darauf wurde ein 3—5 mm breiter, 8—10 mm langer Agarwiirfel mit 
(-++)-Mycel mit der bewachsenen Seite nach unten auf die Celloidin-Membran gelegt, 
wobei die wachsenden Hyphenspitzen beider Mycelien gleichgerichtet sind. Die 
Mycelien wachsen unter und iiber der Membran in gleicher Richtung fort. Nach 
2—3 Tagen haben sich an den Randern der Membran reihenweise Zygophoren aus- 
gebildet. Die Zygophoren des Obermycels kriimmen sich meist nach unten und be- 
riihren mit ihren Spitzen die Membran. Das Untermycel hat also durch die Membran 
hindurch das Obermycel telemorphotisch beeinflu8t und zur Bildung von Zygo- 
phoren angeregt, die von Stoffen des Untermycels chemotropisch gereizt, auf die 
Membran zuriickwachsen und mit ihr in Kontakt kommen. 

VERKAIK (1930) bediente sich zur Isolierung der in Frage stehenden Stoffe eines 
dem Burgeffschen ahnlichen Membranverfahrens. Mit diesem gelang es jedoch 
nur, beim (-++)-Pilz Zygophorenbildung hervorzurufen. Am (—)-Mycel gelang diese 
Sexualreaktion nie. Die Versuchsanordnung erweckt durchaus den Eindruck der 
Tauglichkeit, jedoch erscheint das Ergebnis nicht gesichert, da (+-)-Mycelien unter 
gewissen Umweltsbedingungen zur Spontanzygophorenbildungneigen (vgl. 8. 155/56). 

Ronsporr (1931) versuchte erfolglos, auf dem Wege der Ernihrungsphysiologie 
dem Wesen der Sexualreaktion niher zu kommen. Er stellte u. a. fest, daB ge- 
waschene Mycelien einen biologisch unwirksamen Prefsaft liefern, ebenso wirken 
abgetétete (60°) Mycelien nicht auf das andere Geschlecht. 

Spater versuchte KGuHLER (1935) das wirksame Prinzip zu isolieren, konnte aber 
nicht zum Ziel kommen. Auf einige seiner SchluBfolgerungen muB in folgendem 
nochmals eingegangen werden. 

Keut (1937) untersuchte zahlreiche atherische Ole auf ihre sexuell stimulierende 
Wirkung, konnte aber in keinem Falle Sexualreaktion auslésen. 

Bansourry (1954) testete Filtrate submerser Fliissigkeitskulturen von (+-)- und 
(—)-Kulturen auf sexuelle Wirksamkeit, konnte jedoch nur beim (-++)-Pilz gelegent- 
lich Sexualreaktion auslésen. Auch hier ist das Ergebnis nur mit Vorsicht als Sexual- 
reaktion zu deuten, da die Spontanzygophorenbildung wie im folgenden noch 
gezeigt wird, beim (-+-)-Pilz durch erhéhte Stickstoffzufuhr und Dunkelkultur aus- 
gelést werden kann. 


Allgemeine Methode 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden an teils der Pilzsammlung 
des Botanischen Instituts entnommenen, teils aus Baarn bezogenen Stim- 
men von Mucor mucedo (+-) und (—) sowie an Phycomyces blakesleeanus 
ausgefitihrt. 


Als Nahrsubstrate dienten: Fiir Petrischalen-Kulturen 3°%iger Malzextrakt 
(Diamalt AG.) mit 1,5%igem Zusatz von Agar-Agar (py 5,6—6). Fiir Fliissigkeits- 
kulturen: 1. Sabouroud-Pepton-Fleischextraktnahrlésung (Zusammensetzung vel. 
8. 155) mit einem Zusatz von 1/; 3%, iger Malzextraktlésung und 2. eine Asparagin- 
Zucker-Nahrlésung. 
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Es empfiehlt sich, auch bei einwandfrei kopulierendem Material, vor jedem Ver- 
such zu testen, ob die Kopulationsfahigkeit noch erhalten ist, da sie erfahrungs- 
gema8 bei langerer Kulturdauer plotzlich zu verschwinden pflegt. Kine Dbneksterili 
sation der Nahrlésungen im Autoklaven sollte tunlichst vermieden werden, es ist 
besser, an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 min fraktioniert zu sterilisieren. 


Die Gamone 
Versuche mit bekannten Stoffen 


Da iiber die Stoffnatur der im Burgeffschen Celloidin-Membranver- 
such nachgewiesenen Gamone nichts bekannt war, wurden folgende 
Vitamine auf sexuelle Wirksamkeit getestet: 

Nicotinséureamid, Vitamin P (Neohesperidin), Ascorbinsaure, Vitamin T, 
Vitamin B 6, pantothensaures Natrium, Crocin, Folséure, Lactoflavin, Indolyl- 
Kssigsaure, Trans-Crocetindimethylester, Biotin, Tocopherol, Vitamin B12. 


Methodik 

Vor die wachsende Hyphenfront eines (+-)- bzw. (—)-Mycels wurde eine sterile 
quadratische Zellophan-Membran von 0,5 cm Kantenlange auf den Agar gelegt, auf 
sie eine Spur des zu testenden Vitamins gebracht und eine weitere, gleich groBe Mem- 
bran dariiber gedeckt, so daB der Pilz im Verlauf seines Wachstums in indirekte Be- 
rithrung mit dem zu testenden Stoff gebracht wurde. Bei positivem Ausgang des 
Testes war auf der Deckmembran ein Reaktionsraum mit Zygophoren zu erwarten. 

Der Test verlief, abgesehen von Anderungen der Morphologie und 
Wachstumsgeschwindigkeit, bei simtlichen gepriiften Vitaminen, einzeln 
und in Kombination, negativ. Mit gleicher Methodik wurden folgende 
Aminosauren auf Sexualwirksamkeit gepriift: 

Tyrosin, Serin, Histidin, Asparaginsaure, Lysin, Isoleucin, Leucin, Methionin, 
Threonin, Valin, Phenylalanin, Glutaminséure, Arginin, Prolin, Glycocoll, Alanin, 
Cystin, die Oestrogene Ovozyclin und Lutocyclin, ferner Androsteron, hydroly- 
siertes Casein und tryptisch verdautes Pepton. 


Auch hiermit wurden in keinem Falle Sexualorgane ausgebildet. 


Versuche zur Frage der Luftinduktion 

BurcerrF wies auf die Méglichkeit hin, daf neben der Substratinduk- 
tion auch eine Luftinduktion an der Auslésung einer Sexualreaktion be- 
teiligt sein kénnte. Eine Luftinduktion muBte so verlaufen, daB (-+-)- und 
(—)-Mycelien fliichtige Stoffe abgeben, die beim Uberstreichen einer 
Kultur des Sexualpartners Sexualreaktion auslésen. 

Im Anschlu8 an die Arbeit von Kru (1937) priifte ich daher folgende 
10 atherische Ole ohne Erfolg auf evtl. Sexualwirksamkeit an (+-)- und 
(—-)-Mycelien von Mucor mucedo und Phycomyces blakesleeanus : 

Ol. menthae piperitae, Ol. carvi, Ol. cinnamoni, Ol. thymi, Ol. geranii, Ol. an- 
gelicae, Ol. zingiberis, Ol. lavandulae, Oenanthol, Ol. citri. 

Weitere Versuche zur Luftinduktion: 


Bringt man mehrere (++)- und (—)-Mycelien in geschlossene Exsiccatoren, so 
miiBten sich, wenn fliichtige Sexualstoffe vorhanden sind, nach kurzer Zeit 
Sexualreaktionen einstellen, da der Luftraum im Exsiccator bald mit fliichtigen 
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Gamonen angereichert ware und die geschlossenen Petrischalen einen Gasaustausch 
ermdéglichen. Als Kontrolle diirfte a) in einem durchliifteten Exsiccator und b) in 
einem undurchliifteten Exsiccator mit nur (-+)-, bzw. (—)-Kulturen keine Sexual- 
reaktion einsetzen. (Vgl. Abb. 1 fiir den durchliifteten Exsiccator.) 

Mit dieser Versuchsanord- 
nung konnte keine Sexual- 
reaktion ausgelést werden. 

Eine endgiltige Klarung 
der Frage brachte ein wei- 
terer Versuch: 

Durch eine hintereinander 
geschaltete Reihe von 6 groBen 
Kulturréhren (3 cm weit und 
25 cm lang) mit schrager Nahr- 
agarschicht, die mit (+-)- bzw. 
(—)-Mycelien beimpft waren, 
wurde ein kontinuierlicher Luft- 
strom aus einer PreBluftflasche 


Frischluft 


+ = 

t——_ t——4 geblasen, der eine am Ende der 

aaa = Reihe angebrachte groBe Petri- 

Peat —— schale (Durchmesser 180 mm) 

|____4 [se Ararat mit einer (—)- bzw. (+)-Kultur 
+ zs iiberstrich. 


Fliichtige Gamone des 
(+)-Pilzes hiatten beim 
(—)-Pilz Sexualreaktion 
auslésen miissen und um- 


ZU? SHU "Dum ‘ 
“arial gekehrt (—)-Gamone beim 


Abb. 1. ‘i f 
Durchliiftete Wittsche Tépfe mit (+ )- und (—)-Kulturen (+)-Pilz. Eine Sexualreak- 


tion blieb aus. 


Mit diesen Versuchen konnte also die Annahme einer primiiren, d.h. Zy- 
gophorenbildung auslésenden, Sexualstoffwirkung durch fliichtige Gamone 
ausgeschaltet werden. 


Versuche mit Néhrlésungen 

Legt man der Sexualreaktion die Annahme eines im Agar diffundieren- 
den Gamons zugrunde, so miiBte es méglich sein, dieses Gamon im Kultur-. 
filtrat von auf flissigem Nahrsubstrat gewachsenen Pilzen zu fassen. 

Es waren zwei Méglichkeiten gegeben: 1. sowohl (+-)- als auch (—)-Mycelien 
geben im Verlauf des vegetativen Wachstums Gamone in das umgebende Substrat 
ab, die, kommen sie in Berithrung mit dem Sexualpartner, Sexualorganbildung aus- 
lésen; 2. die Gamonbildung kommt nur in (+-)-Mischkulturen zustande, ist also von 
einem vorausgehenden Reiz abhingig. 

In 100 em® Erlenmeyer-Kélbchen, die mit 20 em® 3% iger Malzextraktnahrlésung 
beschickt waren, wurden daher (-+-- und (—)-Einzel- sowie (--)-Mischkulturen an- 
gelegt. Nach 8 Tagen Kulturdauer wurde die Nahrlésung abgegossen und durch 
ein bakteriendichtes G, Filter (Schott) keimfrei filtriert. Eine langere Kulturdauer 
war nicht méglich, da nach 8 Tagen bereits Autolyseerscheinungen auftraten. 


Die Sexualstoffe der Mucoraceae 155 


Die keimfreien Kulturfiltrate wurden im Lochtestverfahren gegen (-L)- 
und (—)-Mycelien getestet. Es erfolgte keine Sexualreaktion. 


Da das Wachstum der Kulturen in Malzextraktlésung unbefriedigend 
war, wurde die Reihe unter Verwendung der Sabouroudschen Pepton- 
Zucker-Nahrlo6sung wiederholt. 

Diese Nahrlésung enthalt auf 1000 cm* dest. Wasser 10g Pepton aus Fleisch, 
3,5g Liebigs Fleischextrakt, 7,5 ¢ Kochsalz, 50g Dextropur. Aciditit: py 6. 
Es empfiehlt sich, dieser Nahr- 
I6sung 200 cm*® 3%ige Diamalt- 
Lésung zuzusetzen. 

Das Wachstum der Kulturen 
war wesentlich besser, und die 
Testreihe wurde unter Verwen- 
dung dieser Kulturfiltrate wie- 
derholt. Die Testlocher waren 
so weit vor der wachsenden 
Hyphenfront angebracht, da 
der Testversuch, bei mehr- 
maligem Nachfillen von Kul- 
turfiltrat, tiber 3 Tage aus- 
gedehnt werden konnte. Bei Abb. 2. 
der Auswertung der Testreihe Spontan-Zygophoren des (+)-Mycels. Vergr. 320 x 
ergab sich folgendes: 

Die (+-)-Mycelien hatten groBe Massen (rund 100 je Platte) Spontan- 
zygophoren ausgebildet, die (—)-Mycelien zeigten keine Reaktion. Dieser 
Effekt trat sowohl bei Filtraten von (+-)- und (—)-Monokulturen, als 
auch bei solchen der (--)-Mischkulturen auf. Auch die Kontrollen, Loch- 
tests mit steriler, unbewachsener Nahrlosung, brachten dasselbe Er- 
gebnis. 

Griinde fiir diese Reaktion des (+-)-Pilzes konnten zunachst nicht ge- 
funden werden. Sicher war, dafB es sich dabei wm keine echte Sexual- 
reaktion handeln konnte, da die gebildeten Organe von den in der Kopula- 
tionszone entstehenden (+-)-Zygophoren morphologisch betrichtlich ab- 
wichen. 

Die Spontanzygophoren beim (-+-)-Pilz haben die Form unregelmabiger 
Raum-Spiralen, sind klein und zeigen keine Lichtreizbarkeit (Abb. 2). 

Die in der Kopulationszone entstehenden (--)-Zygophoren (sie seien im 
folgenden Kontaktzygophoren genannt) sind gerade aufgerichtet, dick 
und relativ lang, mit teilweise deutlich ausgezogener Spitze. Sie zeigen 
ebenfalls keine Lichtreizbarkeit (Abb. 3). K6HtER (1935) konnte fest- 
stellen, daB die Neigung zur Bildung von Spontanzygophoren beim 
(+-)-Mycel ein geschlechtsgebundenes Merkmal ist, das den Hintritt der 
vollen geschlechtlichen Reife anzeigt. 
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Beim (—)-Geschlecht werden unter normalen Bedingungen keine 
Spontanzygophoren ausgebildet. 

Kéuter konnte experimentell Spontanzygophoren-Bildung beim (—)-Mycel 
durch mehrmalige Bestrahlung mit UV-Licht auslésen. Die so entstehenden (—)- 
Spontanzygophoren weichen jedoch morphologisch so weit von den Kontaktzygo- 
phoren ab, und sind zahlenmaBig so gering, daB Verwechslungen mit (—)-Kontakt- 
zygophoren unmoglich sind. 

Die Kontaktzygophoren des (—)-Mycels sind sehr diinn — ungefahr 
1/, der Sporangientriiger-Dicke — linger als die (+-)-Zygophoren, zeigen 


Abb. 3. Kontakt-Zygophoren des (+)-Mycels. Vergr. 320 x 


schwache Verzweigungsneigung und haben eine etwas verdickte Spitze. 
Lichtreizbarkeit besteht nicht. 

Moglicherweise war das wirksame Prinzip direkt aus den Kopulations- 
zonen zu eluieren. Dafiir war allerdings erforderlich, ein fiir Sexualreak- 
tionen optimales Naihrmedium zu finden, denn zur Elution des wirksamen 
Prinzips aus den Kopulationszonen war eine sehr energische Sexual- 
reaktion notig, die auf 3°,igem Malzextraktnaihrboden nicht gegeben 
war. 

Bei Versuchen mit 15 verschiedenen Nihrbéden, die unter diesem Ge- 
sichtspunkt verwendet wurden, zeigten sich zwei fiir diesen Zweck als 
am besten geeignet: 

1. Pepton-Fleischextrakt-Zucker-Nahrlésung (vgl.S.155).2. Ein Nahrsubstrat, das 
2¢ Asparagin, 1,5 ¢ Fleischextrakt, 30 g Zucker, 0,5 g MgSO, und 0,4 g KH, PO, 
auf 1000 em® Aqua dest. enthielt. 

Bei Verwendung dieser beiden Niihrsubstrate erreichten die Kopula- 
tionszonen eine Breite von 3 bis 4mm (Abb. 4). Zum Vergleich: Auf 
3%igem Malz | bis maximal 1,5 mm Kopulationszonenbreite. 

Diese verstirkte Sexualreaktion bei Verwendung der genannten beiden 
Nahrsubstrate konnte auf ihren hoheren Stickstoffgehalt zuriickgefiihrt 
werden. Tab.1 gibt die Beziehung zwischen Kopulationszonenbreite 
und Stickstoffgehalt bei verschiedenen Nahrmedien. Demnach nimmt 
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die Kopulationszonenbreite proportional dem steigenden Stickstoffge- 
halt zu. Der Stickstoffgehalt wurde nach KyELDAHL bestimmt. 

Die in Tab.1 angefiihrten Substrate wurden nun in fliissiger Form 
im Lochtestverfahren auf ihre spontanzygophoren-auslésende Wirkung 


Abb. 4. Kopulation von (+)- und (—)-Mycelien auf modifiziertem Sabouroud-Substrat. 
Kop.-Zonenbreite 3—4 mm. 1/; Nat. GroBe 


beim (++)- und (—)-Mycel gepriift. Wie Tab. 2 zeigt, steigt die ausge- 
léste Spontanzygophorenzahl beim (-+-)-Mycel ebenfalls proportional dem 
Stickstoffangebot. Beim (—)-Mycel konnte keine derartige Reaktion fest- 
gestellt werden. 


Tabelle 1. Abhdngigkeit der Kopulationszonenbreite vom Stickstoffgehalt verschiedener 


Ndhrmedien 
oo SPREE eel oes Abc 
i 0 000 Oe 
1%, Malzlésung. ..-.--- 0,2, sehr schwache 
Reaktion 0,008 
3% Malzlosung . . .- stone 1—1,5 | 0,026 
3% Malzlésung + 0,1 % | , 
Pottasche ... Bee ts 1,5 0,026 
3% Malz + 1% pir wth 1,8—2 0,064 
Asparagin-Fleischextrakt- | 
Nahrlésung. ....+.-+.-- 2—2,5 | 0,091 
Sabouroud-Substrat ... .- 3,5—4 | 0,195 
| lk 


Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 26 
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Aus diesen Angaben laBt sich folgendes entnehmen: Der Eintritt in die 
generative Phase ist mit einer Erhdhung des Stickstoffverbrauchs ver- 
bunden. Die bei (+-)-Mycelien spontanzygophoren-auslésende Wirkung 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Spontanzygophoren-Zahl 
vom N-Gehalt der Ndahrlésung 


Anzahl der Spont. Zyg. 


Nahrmedien 
(aed (=) 
1% Malzlésung . . . . | 0 | 0 
3% Malzlésung ..... | 20—30 0 
3% Malzlésung u. Pottasche 20—30 © 0 
Asparagin-Fleischextrakt .  50—60 | 0 
Sabouroud-Substr. . . . . | 100 | 3—5 


der (++)- und (—)- baw. (-+-)-Kulturfiltrate, sowie der reinen Nahrlésung 
im Lochtestverfahren (vgl. Seite 155) ist auf die Stickstoffwirkung zu- 
rickzufiihren. Es kann Spontanzygophoren- Bildung induziert werden 


beim (-++)-Pilz | beim (—)-Pilz 
a) durch UV-Bestrahlung (KOHLER) / nur durch UV-Bestrahlung 
b) durch Dunkelkultur im Brutschrank | (KOHLER) 
(IKGHLER) 


c) durch erhéhtes Stickstoffangebot 


BurGEFF gibt an, daB durch Zusatz von 0,19 Pottasche zum Nahrboden die 
Kopulationsbereitschaft der Mucorineen erhéht wird. Dies erklart sich aus einer 
Alkalisierung der Nahrsubstrate und der damit zusammenhangenden besseren Ver- 
wertbarkeit von EiweiBen und Aminosauren durch die Pilzmycelien, wodurch deren 
Stickstoffversorgung gebessert wird. 

Bansurry (1954) erzielte mit eingeengten Kulturfiltraten von (-+-)-Misch- 
kulturen beim (-++)-Pilz gelegentlich Zygophorenbildung. Da beim Einengen der 
Prozentgehalt an Stickstoff erhéht wurde, also wohl héher lag als beim festen Nahr- 
substrat, auf dem die Teststimme geziichtet wurden, hat er dadurch mit groBer 
WahrscheinlichkeitSpontanzygophoren- Bildung am (-++)-Mycel ausgelést (vgl.8.152). 

Bei VerKatk (1930) beruhte nach K6uiEr die Auslésung von Zygophoren beim 
(+-)-Pilz auf ausschlieBlicher Dunkelkultur, so da® auch hier keine echte Sexualreak- 
tion sondern Spontanzygophoren-Bildung angenommen werden muB (vel. 8. 152). 


Versuche mit Homogenisaten aus Kopulationszonen 


Mit dem Sabouroud-Substrat, auf dem sich 3—4 mm breite Kopu- 
lationszonen bildeten, war es méglich geworden, Versuche zur Elution 
der Gamone aus der Kopulationszone selbst anzustellen. 


Zu diesem Zweck wurden bei 50 kopulierenden Kulturen die Kopulationszonen 
mit einem Rasiermesser ausgeschnitten, vom Agar abgezogen und im Homogeni- 
sator zerkleinert, der Brei mit wenig Wasser versetzt und 20 min bei 8000 U/pro min 
zentrifugiert. Dann wurde durch ein bakteriendichtes Sinterfilter filitriert, das 
Filtrat im Vacuum bei 40° um ein Viertel eingeengt und dann im Lochtestverfahren 
gegen (-++-)- und (—)-Kulturen getestet. 
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Beim (—)-Mycel entwickelten sich innerhalb von 8 Std im Um- 
kreis des Testloches 15—20 Zygophoren, die die typische Form von 
Kontaktzygophoren zeigten. Die Reaktion beim (+)-Mycel setzte erst 
nach rund 15 Std ein und verlief schwicher als beim (—)-Mycel. 
Sechs bis zehn Kontaktzygophoren konnten in der Umgebung des Test- 
loches festgestellt werden. 

Damit war zum erstenmal Kontaktzygophoren- Bildung auf experimen- 
tellem Weg an isolierten (+-)- und (—)-M ycelien ausgelost worden. 

Ks ist also méglich, Gamone aus den Kopulationszonen mit Wasser zu 
eluieren. DaB die Gamone wasserloslich sein miissen, war schon daraus 
zu entnehmen, da} sie im Agar — einem waBrigen Gel — zu diffundieren 
vermogen. Es ergab sich die Notwendigkeit, gréBere Mengen von Kopula- 
tionszonen zu eluieren. 

Die Kultur in Petrischalen war dafiir zu umstandlich. Es wurden daher Ringe aus 
Silberdraht in der GréBe einer Petrischale einseitig mit Verbandgaze iiberzogen und 
nach der Sterilisation im Autoklaven in je eine Petrischale gelegt und 2mm hoch 
mit Malzagar iibergossen. Man erhalt eine Agarscheibe, die am Silberdrahtring 
aus der Schale herausgenommen und in einen entsprechend feuchten Raum aufge- 
hangt werden kann. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB man ohne 
groBen Zeitaufwand groBe Mengen derartiger Scheiben herstellen und diese 
beiderseits sechsmal wechselweise mit (+-)- und (—)-Mycelien beimpfen kann, so 
daB je Scheibe 12 Kopulationszonen entstehen. Die ganze Scheibe wird dann zur 
Extraktherstellung verwendet. 

Unbefriedigend war an dieser Methode die umstindliche Gewinnung 
der Gamone, sowie die Tatsache, da wirksame Filtrate innerhalb weni- 
ger Stunden, auch bei Aufbewahrungim Kihlschrank, unwirksam wurden. 
Unter diesen Umstinden war keine Moglichkeit gegeben, mit dem wirk- 
samen Filtrat Versuche zur chemischen Charakterisierung der Gamone 
anzustellen. AuRerdem war die Wirksamkeit der Filtrate doch sehr 
gering. 

Es blieb also weiterhin ein vordringliches Problem, Gamonlésungen in 
bestiindiger Form, groBerer Menge und hoherer Konzentration zu 


schaffen. 


Der Néhrlésungsaustausch-Apparat 

La®t man (-+)- und (—)-Mycelien in homogener Aussaat auf einer 
Zellophan-Membran iiber einer Nahrlésung wachsen, so kopulieren die 
Einzelkulturen auf der Membran unter Abscheidung ihrer Gamone mit- 
einander. Die Gamone kénnen nach Buraerr eine Celloidin-Membran 
passieren (siehe S. 152). Es gelangt also ein Teil der Gamone in die 
unter der Membran befindliche Nahrlosung. Wechselt man voll bewach- 
sene Membranen mehrmals iiber derselben Nahrlésung gegen neube- 
impfte aus, so muB sich Gamon in der Nahrlésung anreichern. 

Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der Homogenisierung von 


Kopulationszonen besteht hauptsachlich darin, da8 wohl keine Gamion 
LES 
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zerstorenden Enzyme mit in die wirkstoffhaltige Losung gelangen. Ein} 
Versuch mit dem in Abb.5 wiedergegebenen Apparat verlief wie folgt: 


Auf die Membran der Schale A wurden je 40—50 (+)- und (—)-Sporen geimpft. | 
Auf der Membran der Schale B wurde von einer Impfstelle aus ein (—)-Mycel kul- 
tiviert. Nach zweimaligem Austausch der mit kopulierenden Mycelien voll bewach- | 
senen Membran in Schale A gegen neu beimpfte Membranen wurde die mutmaflich | 
mit Gamon angereicherte Nahrlésung aus A durch Offnen des Hahns 4, in den, 
leeren Auffangtank V, abgelassen, ebenso kam die nicht gamonhaltige Nahrlésung | 


A 8 


(>) 
lala lianlele 


/ 


Prehlutt} / 


Abb. 5. Niihrlésungsaustausch-Apparat. M@ Membran, H, —H, Hiihne, V,, V, AuffanggefiBe 


aus Schale B itber den Hahn H, in das AuffanggefaB V,. Mittels PreBluft wurde nun-- 
mehr in den entleerten Raum unter der Membran der Schale B die mutmaBlich) 
gamonhaltige Nahrlésung aus Schale A aus dem AuffanggefaB V, bei geschlossenen } 
Hahnen H,, H,, H, und offenem Hahn H, gedriickt, so daB das auf der Membran in) 
Schale B wachsende (—)-Mycel in indirekte Beriithrung mit der gamonhaltigen: 
Nahrlésung aus Schale 4 kam. Die Nahrlésung aus B im AuffanggefiB V, kam auf! 
gleiche Weise unter die Membran der Schale A, wo sich der Proze8 der Gamon-.- 
anreicherung wiederholte. 

Die verwendeten Membranen waren zwischen zwei Glasringe geklebte Zellophan-- 
scheiben. Der untere Glasring war 3 mm, der obere 1 mm dick. Durchmesser der: 
Membran: 7 cm. 

Der (—)-Pilz in Schale B bildete im Verlauf weniger Stunden unter 
dem Einflu8 der gamonhaltigen Naihrlésung aus Schale A 30 bis 40 Kon-- 
taktzygophoren aus. Die Naihrlésung wurde nun wieder in ein Auffang-- 
gefaB abgelassen und daraus mittels Pipette entnommen. In dieser Form: 
gewonnen, waren die Gamone im Kiihlschrank wochenlang haltbar. 

Die jeweils verfiigbaren Mengen an gamonhaltiger Naihrlésung waren: 
bei diesem Verfahren gering, auBerdem war die Gamonkonzentration’ 
noch zu niedrig. 


Durchliftungskulturen 
KOHLER (1935) konnte feststellen, dag} Sexualreaktion und Kopulation: 
zwischen (-+-)- und (—)-Mycelien nur eintrat, wenn fiir ausreichende: 
O,-Zufuhr gesorgt wird. Diese Voraussetzung ist in Petrischalen gegeben,, 
da normaler Gasaustausch méglich ist. Bringt man (-+)- und (—)-Mycelien: 
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unter O,-Abschlu8 zur Beriihrung, so setzt keine Kopulation ein. Dem- 
nach kann in Flissigkeitskulturen — wenn tiberhaupt — nur sehr geringe 
Gamonbildung erwartet werden, da die Gamonbildung offenbar an ge- 
niigende Sauerstoffzufuhr gebunden ist, die Pilzmycelien aber in Fliissig- 
keitskulturen ausschlieBlich submers wachsen und dadurch die ihnen zur 
Verfiigung stehende O,-Menge sehr begrenzt ist. 


Es muBte aber méglich sein, in einer mit O, oder PreBluft ausreichend 
durchliifteten Flissigkeitskultur fast normale Gamonbildung zu errei- 
chen. Eine dieser Annahme entsprechende, nach 
langerem Suchen gefundene Versuchsanordnung 
hat sich ausgezeichnet bewahrt (Abb. 8). 


In eine Gaswaschflasche wird ein faustgroBes, zer- 
knaueltes Stiick Verbandgaze als Trager fiir die aus- 
-zaimpfenden (-+-)- und (—)-Sporen gebracht, die Flasche 
mit dem Inhalt sterilisiert und mit steriler Sabouroud- 
Nahrlosung + 1/, 3% iger Malzextraktnahrlésung, zu 
1/, gefiillt. Das Gazeknauel wird mit je 50 ausgekeimten 
(+)- und (—)-Sporen mit Hilfe einer Pipette beimpft. 
Es ist notwendig, die Sporen vor der Beimpfung an- 
keimen zu lassen, damit eine Kontrolle dafiir gegeben 
ist, wieviele (+-)- und (—)-Sporen wirklich auf dem 
Gazeknauel anwachsen. Die so vorbereitete Gaswasch- 
flasche wird mit einer PreBluftbombe verbunden und 
ein kontinuierlicher Luftstrom durchgeblasen (Abb. 6). 


Nach 2—3 Tagen Versuchsdauer hat sich 
auf dem Gazetriiger ein intensiv gelb bis gelb- 
orange gefirbter Hyphenfilz gebildet. Diese 
Gelbfirbung ist als die erste Phase einer Sexual- 
reaktion zu werten (vgl. S. 151). Nach4—5 Tagen — APP. 6. Durchliiftungsflasche 
wird die noch vorhandene Nahrlésung abge- 
gossen und der inzwischen zu einer kompakten Hyphenmasse gewordene 
Gazetrager vorsichtig ausgepreBt. Die so gewonnene Kulturlosung 
wird keimfrei filtriert und im Lochtestverfahren getestet. Sie ergibt 
am isolierten (-+)- und insbesondere (—)-Mycel von Mucor mucedo 
maximale Sexualreaktion. Je Petrischale werden zwei- bis dreihundert 
morphologisch typische Kontaktzygophoren ausgebildet. Die Reaktion 
verlauft innerhalb von 4—6 Std (Abb. 7). 

Das (-+-)-Mycel reagiert schwacher, maximal mit 100—120 Kontakt- 
zygophoren. Dies ist verstandlich, weil bei normaler Sex-Reaktion 
zwischen (-+-)- und (—)-Geschlecht die Zahl der (—)-Zygophoren 2—3 
mal so groB ist wie die der (--)-Zygophoren (Abb. 8). 

Fir das Gelingen des Versuches sind zwei Voraussetzungen unerlaB- 
lich: Einmal mu8 die Gaswaschflasche mit einem G,-Sinterfilter ausge- 
stattet sein, um eine entsprechend feine Verteilung der durchstromenden 
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Luft zu gewiihrleisten. Zum anderen muf die verwendete Nahrlosung 
so beschaffen sein, dai maximale Sexualreaktion moglich ist. 


Das von mir verwendete Sabouroud-Pepton-Nahrsubstrat erfiillt diese 
zweite Voraussetzung. AuBerdem setzt beim Durchleiten von entspre- 
chend fein verteilter Luft starke Schaumbildung ein, so daB der Gaze- 
triiger mit den darauf wachsenden (+-)- und (—)-Mycelien von einer 
etwa 15 cm hohen Schaum- 
zone umgeben ist. Diese 
Schaumbildung ist mit aus- 
schlaggebend fiir den Er- 
folg. So gelingt z. B. der 
Versuch nicht, wenn statt 

Sabouroud-Nahrlosung 
eine fast ebenso viel Stick- 
stoff enthaltende, aber 
nicht schaumende Aspara- 
gin-Nahrlosung verwendet 
wird, 

Insgesamt bietet diese 
Versuchsanordnung 3 Vor- 
teile: 1. ausreichendes Nahr- 
stoffangebot und gute 
Durchliiftung infolge der 
Schaumbildung, 2. Zirku- 
lationsstr6mung der Nahr- 
l6sung, wodurch noch nicht 
sexuell reagierende Einzel- 
kulturen am Gazetriiger mit 
den Gamonen der schon rea- 
gierenden Kulturen umge- 


i tihrunes ge- 
hend in Ber ithrung ge Abb. 8. (+ )-Mycel in Reaktion. Rand des Testloches. 
bracht werden und selbst zu Vergr. 80 x 


reagieren beginnen, 3. eine 
langsame Verdunstung der Nahrlésung, was einer schonenden Einengung 
der Gamonlosung entspricht. 


Im Verlauf der 5—6tigigen Versuchsdauer muB meist 2—3mal etwas Nahr- 
lésung nachgefiillt werden, um eine geniigend hochreichende Schaumbildung zu ge- 
wahrleisten. 

Weiterhin empfiehlt es sich, den Versuch solange laufen zu lassen, bis der gréBte 
Teil der Nahrlésung verdunstet ist. Der Gazetriger ergibt beim Auspressen dann 
noch 50—60 cm*® gamonhaltige Kulturlésung. 

Kine Verunreinigung durch Fremdinfektionen laBt sich vermeiden, wenn in die 
Verbindungsschliuche von der PreBluftbombe zum DurchliiftungsgefaB sterile 
Wattefilter eingesetzt werden. 


(—)Filfrat 
ut (+/-Myce! 
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Mit dieser Methode wird die Abtrennung beliebiger Mengen hochwirk- 


'samer Gamonlésung vom Pilzmycel erméglicht. Zudem ist die Gamon- 


lésung in dieser Form wochenlang im Kiihlschrank haltbar. 

Bisher war die Frage, ob es sich bei dem zygophoren-auslésenden 
Gamon um nur einen oder um zwei Stoffe [ein (-+-)- und ein (—)-Gamon] 
handelt, noch nicht geklart worden. Diese Frage konnte mit folgender 
Versuchsanordnung entschieden werden (vgl. Abb. 9). 


Oy Dy 
lag -Sporen a —Sporen (4) -Sporenh| pe - Sporen 
P= 51 
Gemisch 
| a6 Std a Ae | 36 Std \, 436 Std 
‘iirah 
¢/age durch- 
liffen 


Testaut(+) lest auf (-) 
negativ negativ 


Keimtreres 1trat (+) Keimtreres | filtrat (-) Keimfreles |Aitrat 
lest auf (+) Test aut (-) Testauf (4) Test auf (-) lestaut (+) Fe (- 
. Sy rus -y 
negativ negativ negativ (\) negativ positiv! Eee 
E==4 (+)— Sporen (-)- Sporen 
| 36 Std \ 36 std 


heimtreies| Filtrat Keimtreies | Filtrat 


Testauf(+)  \fest auft-) Test autt#)| _—_ Test auf(-) 
neqativ positiv! positiv ue negativ 


Abb. 9. Nachweis je eines (+)- und (—)-Gamons 


Beimpft man eine zur Gamongewinnung iibliche Versuchsanordnung 
(Gaswaschflasche mit Gazetrager) zunachst nur mit (+)-Sporen und 
fiihrt den Versuch in der bekannten Weise durch, so erhalt man nach 
Auspressen des Gazetragers ein im Lochtest unwirksames, also noch nicht 
gamonhaltiges (+-)-Mycel-Filtrat. 

Beimpft man nun einen weiteren Gazetrager nur mit (—)-Sporen, ver- 
wendet das zuvor gewonnene (-+)-Kultur-Filtrat als Nihrlosung fiir die 
auf dem zweiten Gazetriger befindlichen (—)-Sporen und fihrt auch 
diesen Versuch in der tiblichen Art durch, so erhalt man nach Auspressen 
des (—)-Mycel-Gazetragers schlieBlich ein Kulturfiltrat, das, im Lochtest- 
verfahren gepritft, Zygophorenbildung beim (-+-)-Pilz auslost. 

Ebenso gelingt der Versuch beim umgekehrten Verfahren, wenn Kultur- 
filtrat einer durchliifteten (—)-Monokultur als Nahrlésung fiir eine 
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(-+-)-Monokultur verwendet, und das nach viertiagiger Durchliiftung aus- 
gepreBte Kulturfiltrat am (—)-Pilz getestet wird. Hs erfolgt jetzt Zygo- 
phorenbildung. Es mu nochmals hervorgehoben werden, daB primare 
Kulturfiltrate von (—)- und (+)-Monokulturen keine Gamonwirksam- 
keit besitzen. 

Dieser Befund gibt AnlaB zu der Annahme, dafi von vegetativ wach- 
senden Mycelien [(-+-)- und (—)-Monokulturen] unter den geschilderten 
und wohl auch unter normalen Kulturbedingungen Gamonvorstufen — 
Progamone—gebildet und in das Substrat abgegeben werden, die, kommen 
sie in Berithrung mit den Hyphen des Sexualpartners, Gamonbildung 
herbeifiihren. Da die auf vorstehende Weise gewonnenen Einzelgamon- 
lésungen aus Monokulturen durch Wechsel der Kulturlésungen nur beim 
(+-)- oder nur beim (—)-Mycel Zygophoren auszulésen vermégen, miissen 
zwei verschiedene Gamone, ein (-+-)- und ein (—)-Gamon, vorhanden sein. 
Die Wirksamkeit der Einzelgamonlésungen ist wesentlich geringer als die 
bei Kulturfiltraten von (+-)-Misch-Kulturen. Dies ist wohl auf ungiinsti- 
gere Wachstumsbedingungen der Mycelien in der schon gebrauchten 
Nahrlosung zuriickzufiihren, die neben Stoffwechselendprodukten des zu- 
erst darin geziichteten (+-)- bzw. (—)-Mycels auch durch Verdunstung 
infolge Durchliiftung zu stark konzentriert ist. 

Sporenmischungen von Phycomyces (-+-) < Mucor mucedo (—) 
Mucor mucedo (—) x Phycomyces (-+-) 
Mucor mucedo(+-) x Rhizopus nigricans (—) 
Mucor mucedo (—) x Rhizopus nigricans (+-) 
Phycomyces (—) x Phycomyces (-+-) 
ergaben nach der Kultur im DurchliiftungsgefiB ebenfalls gamonhaltige 
Kulturfiltrate, die, im Falle einer Kreuzung von Mucor mit Phycomyces 
hochwirksam, im Falle einer Kreuzung von Mucor mit Rhizopus nur 
schwach wirksam waren. 

Die Feststellung von Buraerr (1912, 1915, 1924) beziiglich der nicht- 
spezifischen Wirksamkeit der Sexualstoffe bei Mucorineen, die er aus 
einer groBen Zahl ,,illegitimer Kopulationen‘‘ zwischen verschiedenen 
Mucorineenarten und Gattungen herleitete, konnte damit von der stoff- 
lichen Seite her bestitigt werden. 


Der Zygotropismus 

Der eingangs als sekundire Sexualreaktion zwischen (-+-)- und (—)- 
Mycelien angefiihrte Zygotropismus ‘iuBert sich in der Weise, da sich 
(+-)- und (—)-Zygophoren so aufeinander zukriimmen, da® im ginstig- 
sten Falle Spitzenkopulation eintritt, in deren Verlauf von beiden Sexual- 
organen Suspensoren abgegliedert werden, zwischen welchen durch 
Querwandlésung eine Zygote entsteht. Diesem Verhalten der Zygophoren 
mu ein stofflicher, chemotropisch angreifender Reiz zugrunde liegen. 
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_ Aus der Literatur sind folgende Versuche zum Zygotropismus be- 
kannt: 


BLAKESLEE (1904) beobachtete, da zwischen 2 Mycelien von Rhizopus 
nigricans, die auf frei hangenden Substraten kultiviert worden waren, wobei keine 
Substratberithrung gegeben war, Kopulation eintrat und schloB daraus, da “the 
influence must lie outside the substratum and in the hyphae affected’’. 

BurGeErF (1924) konnte an seinem Celloidin-Membran-Versuch beobachten, daB 
die auf der Oberseite der Membran entstandenen Zygophoren sich zur Membran 
hinabkriimmten, und an der Spitze keulig anschwollen (vgl. S. 151). 


Abb. 10. Sternfigurenbildung. Vergr. 450 x 


Kent (1936) lie8 einen kontinuierlichen Luftstrom iiber eine kopulierende Petri- 
schalen-Kultur von (-++)- und (—)-Mucor mucedo streichen und beschrieb eine be- 
merkenswerte Verschmalerungder Kopulationszone, woraus er auf eine Luft- 
induktion des Zygotropismus schloB. 

BanBurry (1954) halt den Zygotropismus fiir eine durch das Substrat wirkende 
Form des Chemotropismus. 

Es war also zuniichst der Ubertragungsmechanismus des chemozygo- 
tropischen Prinzips zu klaéren. Einige eigene Beobachtungen des zygo- 
tropischen Verhaltens der Sexualorgane von Mucor mucedo an normal 
kopulierenden Kulturen seien angefiihrt: 

Sternfiguren-Bildung: Vgl. BurcErr (1912, 1915, 1924). Hine an ihrer 
Dicke erkennbare (-+-)-Zygophore kopuliert mit mehreren sternformig 
auf sie zuwachsenden (—)-Zygophoren (Abb. 10). Es entsteht dabei nur 
eine Zygote, weil bei Spitzen-Flanken-Kopulationen nur von der (—)-Zy- 
gophore ein Suspensor ausgebildet wird, wahrend die an der Flanke be- 
riihrte (-+-)-Zygophore nicht reagiert, also offenbar nur an der Spitze 
einen Suspensor ausbilden kann. 

Die (+-)-Zygophoren spielen im Verlauf der zygotropischen Reaktion 
eine im Vergleich zu den (—)-Zygophoren passive Rolle. Wihrend die 
(—)-Zygophoren durch hiaufige Wachstumskrimmungen den Reizort an 
den (+-)-Zygophoren ansteuern, und mit einer seitlichen Verzweigung 
schon mit einer (-+)-Zygophore im Kontakt stehen konnen, wobei die 
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Spitze der Haupthyphe weiter Kopulationsversuche mit anderen (-+)- 
Zygophoren ausfiihrt, sind die (+)-Zygophoren nur zu geringfiigigen 
zygotropischen Kriimmungen befahigt. 

Dieser Befund la8t sich wohl aus der morphologischen Differenz zwi- 
schen (-++)- und (—)-Zygophoren ableiten. Die (+-)-Zygophoren sind 
zwei- bis dreimal so dick wie die des (—)-Mycels und wesentlich kiirzer, 
auBerdem zahlenmaBig viel schwacher. 


Preblut} 


40°C 
(+) (-) Kop.Z. 
Tit AG Hig Ohbee Domeng ame Fat te eetg 


Hopler- Thermostat 


Abb. 11, Durchliiftungsversuch nach KEHL; veriindert 


Durchliftungsversuch 

Eine Luftinduktion des Zygotropismus im Sinne von KEuHt erschien 
mir aus folgenden Griinden sehr wahrscheinlich: Ein im Substrat diffun- 
dierendes zygotropisches Prinzip hatte bei dem Gaswaschflaschen-Durch- 
liftungsverfahren zur Gewinnung der Gamone mit groBer Wahrschein- 
lichkeit mit erfaBt werden miissen. In diesem Falle hatten sich die beim 
Gamontest entstehenden Zygophoren auf den Reizort Testloch bzw. auf 
den mit Gamon durchsetzten Agar zukriimmen miissen, ebenso hitten 
sich beim Nahrlésungs-Austauschapparat die entstehenden Zygophoren 
auf die den Reiz vermittelnden Membranringe hin ausrichten, d. h. auf 
den Boden zuriickkriimmen miissen. Dies war aber nicht der Fall, in bei- 
den Versuchen waren die gebildeten Zygophoren ungerichtet und mehr 
oder weniger senkrecht. 

Mit einer etwas variierten Versuchsanordnung wurde der von Keun 
beschriebene Durchliiftungsversuch wiederholt (Abb. 11). Es war 
wesentlich, einen Luftstrom von konstanter Luftfeuchtigkeit zu erhalten, 
da durch Austrocknungserscheinungen sowohl an den Hyphen, als auch 
im Agar die Diffusionsverhiiltnisse nachhaltig gestért worden wiiren, was 
eine Auswertung des Versuches zumindest zweifelhaft gemacht hiitte. 


Zu diesem Zweck wurde an einem auf 40° C eingestellten Ultrathermostaten 
nach HOpLeR ein DurchlaufgefiB angeschlossen und in dem damit erreichten 
Wasserbad von 40°C eine Steilbrustflasche aufgestellt, die ebenfalls mit Wasser 


Die Sexualstoffe der Mucoraceae 167 


gefiillt war, und durch einen Sintereinsatz mit PreBluft durchstrémt wurde. Diese 
wassergesittigte PreBluft wurde durch eine feine Diise in eine Kulturschale mit 
kopulierenden Pilzen so eingeleitet, da8 der Luftstrom genau parallel entlang der 
Kopulationszone strich und fliichtige, zygotropisch wirkende Gamone mit sich 
reiBen muBte. Der Weg des Absaugens, auch mit feinen Capillaren, konnte nicht 
beschritten werden, da betrachtlich stérende Austrocknungserscheinungen an dem 
abgesogenen Areal auftraten (Abb. 11). 

Der Versuch brachte eine volle Bestatigung des von Kent beschrie- 
benen Ergebnisses: Schmale Kopulationszone, ungerichtete (-+-)- und 
(—)-Zygophoren, die zum Teil ein verkriippeltes Aussehen hatten. Um 
diesen Effekt zu erzielen, muBte der Luft- 
strom eine Geschwindigkeit von mindestens 
6,5 m/s haben. 

Der Versuch wurde wiederholt und das 
Verhalten der Zygophoren in der Kopu- 
lationszone im Luftstrom mit dem Bin- 
okular kontrolliert. Dabei zeigte sich, da 
ein derartiger Luftstrom von 6,5 m/s die 
Zygophoren rein mechanisch aus ihrer 
Richtung drangt. Hiner derartigen Versuchs- 
anordnung kann also keine Beweiskraft bei- 
gemessen werden. Knuis Folgerungen aus 
diesem Versuch beziiglich einer Luftinduk- 


Abb. 12. 
tion des Zygotropismus sind also unzu- Diffusionstest. 8.: Agar-Ausstich 


treffend. 


Diffusionstest 


Eine 3 mm-Malzagarplatte wurde strichformig mit (+-)- und (—)- 
Sporen, wie Abb. 12 zeigt, beimpft. Durch das strichformige Aufimpfen 
der Sporen erreichte ich eine breite Wuchsform der Mycelien und einen 
entsprechend breiten Reaktionsraum. 

Eine 2mm breite Agarzone zwischen den wachsenden Pilzmycelien 
wurde ausgeschnitten und der Spalt mit hochwirksamer (-+-)-Gamon- 
lésung beschickt. Beiderseits des Spalts setzte alsbald (+-)- baw. (—)-Zy- 
gophorenbildung ein. 

Die beiden Agarhalften mit den in Sexualreaktion befindlichen (-+-)- 
und (—)-Mycelien wurden zusammengeschoben und einmal in direkten 
Kontakt gebracht, so da Stoffaustausch zwischen beiden Halften még- 
lich und andererseits der Stoffaustausch durch dazwischengelegte Deck- 
glassplitter verhindert war. Im ersteren Falle trat normale Reaktion 
ein, im letzteren zeigte sich keine zygotropische Reaktion und damit 
keine Kopulation. 

Dasselbe Ergebnis konnte bei mehreren Versuchsreihen erbracht 
werden. Es spricht durchaus fiir eine Substratinduktion des Zygotropismus 
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und entspricht den von Banpurry mit anderer Versuchsanordnung 
gemachten Beobachtungen. 

Der zygotropischen Reaktion muf also ein in Agar diffundierender Stoff 
zugrunde gelegt werden. Er sei im folgenden ,,zygotropisches Gamon* 
genannt. Dieses Ergebnis war nach dem Grundversuch BURGEFFs 
(S. 151) zu erwarten. 

Dieser Stoff mu, da er im Agar diffundiert, ebenfalls wasserléslich sein 
und kann 1. im Mycel von (+-)- bzw. (—)-Mycelien auftreten und miBte 
dann im MycelpreBsaft auffindbar, d. h. reaktionsauslésend zur Wirkung 
zu bringen sein, 2. im Kulturfiltrat von durchliifteten (+-)- und (—)- 
Monokulturen enthalten sein, 3. im Kulturfiltrat von durchlifteten 
(-+-)-Mischkulturen auftreten. Im letzteren Falle liegt die Vermutung 
nahe, daB es sich um denselben Stoff bzw. dieselben Stoffe handelt, die 
als ,,zygogene Gamone* Zygophorenbildung auslésen. 

Es war zu versuchen, auf einem dieser drei Wege zum Ziel, d. h. zur 
Auslésung einer zygotropischen Reaktion an Kontaktzygophoren iso- 
lierter (+-)- und (—)-Mycelien zu kommen. 

Der andere Weg zur Bestimmung der zygotropisch wirksamen Stoffe 
kann darin gesehen werden, zur Zygophorenbildung gereizte isolierte 
(+-)- und (—)-Mycelien mit bekannten Stoffen, z. B. Aminosauren, zu 
behandeln, von denen man eine Wirksamkeit erwartet. Dieses empirische 
Verfahren hat nach Wahrscheinlichkeitsiiberlegungen wenig Aussicht 
auf Erfolg. Mir erschien es aussichtsreicher, an schon von der Abtrennung 
der zygogenen Gamone her Bekanntes anzuschlieBen. 


Der SCHNEEBAUER- Test 


Diese Methode wurde von SCHNEEBAUER und BurGerr zur Auffindung chemo- 
tropisch wirkender Stoffe bei Mucorineen 1947 angewandt. Sie besteht darin, daB 
Wasseragar mit einem zu testenden Stoff gemischt in noch fliissigem Zu- 
stand in Barometerrohre von 1 mm lichter Weite aufgesogen und der erstarrte 
Agarzylinder mit einem genau in die Weite passenden Glasstempel aus dem Baro- 
meterrohr herausgeschoben wird. Der Agarzylinder wird mit einem Spatel in Stiicke 
von 3—4 mm Linge geteilt und diese Stiicke vor oder auf die wachsende Pilzfront 
gesetzt. Der zu testende Stoff diffundiert aus dem Agartiirmchen in das umgebende 
Nahrsubstrat ein und kommt so zur Wirkung. 


Mit dieser Methode wurden die oben angegebenen 3 Méglichkeiten 


Mycelprefsaft, Kulturfiltrat von (+-)- und (—)-Monokulturen, Kultur- 
filtrat von (-+-)-Mischkulturen (zygogene Gamone enthaltend) getestet. 


Mycelprefbsaft 


Auf 3% igem Malzextraktnaihrboden gewachsene (-+-)- bzw. (—)-Mycelien wurden 
nach fiinf Tagen Kulturdauer vom Nihrboden abgezogen und ausgepreBt. 3% Agar- 
Agar wurden mit einer entsprechenden Menge destillierten Wassers versetzt und 
aufgekocht. Diese Agarlésung wurde nach Abkiihlung auf 50° mit so viel Mycel- 
preBsaft vermischt, bis eine Agarkonzentration von 1,5°% erreicht war, und diese 
Lésung zu Agartiirmchen verarbeitet. 
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Bei je einem (-+-)- und (—)-Mycel war inzwischen mit zygogene Ga- 
mone enthaltendem (-+-)-Kulturfiltrat Kontaktzygophorenbildung aus- 
gelést worden. In unmittelbarer Nahe der Zygophoren aufs Mycel 
gesetzte Tiirmchen mufBten, wenn sie zygotropisch wirksame Stoffe 
enthielten, durch Diffusion des wirksamen Stoffes eine Zukriimmung der 
Zygophoren zum Reizort (Agar-Tiirmchen) hin hervorrufen. 

Bei einer groferen Versuchsreihe trat dieser Effekt in keinem Falle 
ein. 

Filtrate von (+)- und (—)-Monokulturen wurden mit gleicher 
Methodik getestet. Es zeigte sich keine zygotropische Reaktion. 

Aus diesem Versuchsergebnis kann geschlossen werden, dafi von iso- 
liert wachsenden (-+)- und (—)-Mycelien zygotropisch wirkende Stoffe 
nicht oder zumindest nicht in einer fiir die Auslosung der Reaktion gent- 
genden Konzentration gebildet werden. Die Bildung von zygotropischen 
Gamonen muf also mit der primiren Sexualreaktion, d. h. der Ausbildung 
von Kontakt-Zygophoren gekoppelt sein. 

Die Versuche mit Tiirmchen, die zygogene Gamone enthielten, ver- 
liefen unter erschwerten Umstainden. Vorversuche ergaben, daB die in 
den Tiirmchen enthaltene Gamonmenge nicht ausreicht, um Zygophoren- 
bildung auszulosen. Es war also unméglich, die Tiirmchen wie bisher so 
zu verwenden, da sie neben durch Gamonlisung entstandene Kontakt- 
zygophoren isolierter (+-)- bzw. (—)-Mycelien gesetzt wurden, da die 
Gamonkonzentration im Nahrsubstrat der Testplatten nach den Mani- 
pulationen zur Kontaktzygophoren-Auslésung (Lochtest) hoher lag, als 
die in den Testtiirmchen und daher keine Diffusion von den Titrmchen in 
den Agar der Testplatten erfolgen konnte. 

Es blieb nur die Méglichkeit einer Beeinflussung der Zygophoren kopu- 
lierender (--)- und (—)-Kulturen so, daB die (--)-Kulturfiltrat enthalten- 
den Agartiirmchen direkt hinter die eben entstehenden Kontaktzygo- 
phoren einer Kopulationszone gesetzt wurden. Diffundieren Gamone in 
ausreichender Menge aus den Tiirmchen in den Agar, so miiBte sich eine 
Kriimmung der Zygophoren von der Kopulationszone weg nach riick- 
warts — den Tiirmchen zu — ergeben. 

Die Ergebnisse einer entsprechenden Versuchsreihe waren nicht ein- 
deutig. Mehrmals konnte eine Zukrimmung einzelner Zygophoren zum 
Tiirmchen hin und von der Kopulationszone weg festgestellt werden, 
ebenso oft aber verhielten sich die Zygophoren im Umkreis des Tiirmchens 
indifferent. In einigen Fallen konnte beobachtet werden, dali Zygophoren, 
die sich zunichst dem Tiirmchen zugekriimmt hatten, nach 3—4 Std 
ihre Wachstumsrichtung anderten, und sich zur Kopulationszone 
zuruckkrimmten. 

Die Ergebnisse der vorstehenden Versuche lassen folgende Aussagen 
zur zygotropischen Reaktion zu: 
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Die zygotropischen Stoffe sind nicht fliichtig. Eine Steuerung der zygo- 
tropischen Reaktion erfolgt durch im Substrat diffundierende zygotropische 
Gamone. 

Im Verlauf des vegetativen Wachstums werden weder vom (-+)- noch 
dem (—)-Mycel zygotropische Gamone in einer zur Reaktion ausreichen- 
den Konzentration gebildet. 


(*+)-Myce/ (-)-Mycel 
bidet b/Idet 
(#)-Progamon (-)- Progamon 
fy if 
Lup rif 2 
(-)-Myce/ (+)-Myce/ 
b/Iden 
(-)-Gamon (+) Gamon 
(+)-Mycel (-)-Mycel 
(+)-Zygophoren (-)-Zygophoren 
Zygotropische Zygorropische 
Reaktion Reaktion 
eS Eurahind nasal 
Zygoten- 
b/ldung 
Abb. 13. Schema einer Sexualreaktion bei Mucor mucedo 


Meine Annahme, daB die die Zygophorenbildung auslésenden Gamone 
auch die zygotropischen Reaktionen der Zygophoren steuern, konnte 
noch nicht eindeutig bestiitigt werden. 

Auf Grund der bisher beschriebenen Beobachtungen und Versuche 
mdochte ich folgendes Bild der gesamten Sexualreaktion bei Mucor mucedo 
zur Diskussion stellen (vgl. Abb. 13). 

Treffen zwei verschiedengeschlechtliche Mycelien von Mucor mucedo 
im Verlauf ihres Wachstums aufeinander, so werden beide durch gegen- 
seitigen Progamon-Reiz zur Gamonbildung angeregt, wodurch Kontakt- 
zygophoren-Bildung auf beiden Seiten einsetzt. Die Hyphen des (-++)- und 
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(—)-Mycels haben sich inzwischen an der Beriithrungszone dicht verfilzt. 
Diese Verfilzung der (+-)- und (—)-Hyphen erfolgt vornehmlich im Nahr- 
substrat und ist im Phasenkontrast-Mikroskop bei Auflicht leicht 
zu beobachten. Die Zygophoren entstehen etwa 2 bis 3 mm _ hinter 
diesen verfilzten Hyphenspitzen. Von beiden Seiten wird fortlaufend (--)- 
bzw. (—)-Gamon gebildet und auf kiirzestem Wege von den gegenseitig 
verfilzten Hyphenspitzen aufgenommen. An den Orten starker Ver- 
filzung der Hyphen stehen die Hyphenspitzen unter einem fortgesetzten 
und kontinuierlich starker werdenden Gamon-Reiz. Es ist also ein Reiz- 
gradient gegeben. Dieser Reizgradient steuert die Zukriimmung der 
Kontakt-Zygophoren so, daB im besten Falle Spitzenkontakt der (-+-)- 
und (—)-Zygophoren und damit Zygotenbildung zustande kommt. Hier- 
bei spielen die (+-)-Zygophoren eine weitgehend passive Rolle. Ein 
betrachlicher Kopulations-Prozentsatz endet infolge Spitzen-Flanken- 
kopulation abortiv. 

Weder im Lochtestverfahren noch beim Nihrbodenaustausch-Apparat 
war ein derartiger Reizgradient gegeben. Die einmal zugefiihrte Gamon- 
menge erfuhr nach Ausbildung der Zygophoren keine weitere kontinuier- 
liche Steigerung, wie das in der Kopulationszone an den verfilzten 
Hyphenspitzen der Fall sein diirfte. Eben diese kontinuierliche, absolute 
Konzentrationserhéhung der zygogenen Gamone kann als richtunggebendes 
Prinzip, als ,,zygotropisches Gamon‘, fiir die Zygophoren wirken. 

Eine chemische Identifizierung der zygogenen Gamone wiirde eine 
beliebige Gamonkonzentration in den Agarsiulchen des Tiirmchentests 
und damit eine Nachpriifung ihrer hypothetischen Rolle beim Zygotro- 
pismus erméglichen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse des biologischen Teils 

1. Aminosiiuren und Vitamine haben keine Gamonwirksamkeit. 

2. Fliichtige Stoffe kénnen bei der Auslésung von Sexualreaktion bei 
Mucorineen ausgeschlossen werden. 

3. Zur Erreichung einer Sexualreaktion ist ein Mindest-Stickstoft- 
angebot von 0,008 g Stickstoff je 100 cm? Nahrlésung notig. 

4. Die Starke der Sexualreaktion steigt proportional dem Stickstoff- 
angebot im Nahrsubstrat. 

5. Es ist zwischen Spontan- und Kontaktzygophoren auf Grund von 
wesentlichen morphologischen und physiologischen Differenzen zu unter- 
scheiden. 

6. Die experimentelle Auslosung von Kontaktzygophoren an isolierten 
(--)- und (—)-Pilzen ist durch Verwendung geeigneter Eluate bzw. Fil- 
trate méglich. Damit ist ein diffusibles, Zygophoren auslésendes Gamon- 


system bewiesen. 
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7. Es wird eine Versuchsanordnung beschrieben, die es gestattet, be- 
liebige Mengen gamonhaltigen Filtrats zu gewinnen. 


8. Fiir (-++)- und (—)-Pilze konnte je ein spezifisches Gamon nachge- 
wiesen werden. 


9. Der Zygotropismus wird durch ein im Nahrsubstrat diffundierendes 
Gamonsystem gesteuert, dessen Entstehen mit der Kontaktzygophoren- 
bildung gekoppelt ist. 


10. Die Méglichkeit einer Identitat der zygogenen Gamone und der 
zygotropischen Gamone wird diskutiert. 


11. Ein Schema der Sexualreaktion bei Mucorineen wird angegeben. 


Versuche zur chemischen Charakterisierung der Gamone 


1. Versuche mit Lésungsmitteln. Zunachst muBte ich versuchen, die 
Sexualstoffe aus dem heterogenen Stoffgemisch der (+)-Kulturfiltrate in mdég- 
lichst reiner Form zu eluieren. Zu diesem Zweck wurden die Kulturfiltrate mit fol- 
genden Lésungsmitteln ausgeschiittelt: Chloroform, Petrolather, Athylessigester, 
Ather, Tetrachlorkohlenstoff, Methylenchlorid und Schwefelkohlenstoff und sowohl 
der Lésungsmittelriickstand als auch die ausgeschiittelte Ausgangslésung getestet. 
Die Gamonwirkung war in allen Fallen im ausgeschiittelten Filtrat nachweisbar, die 
Gamone also in den angefiihrten Lésungsmitteln unldslich. 

Mit folgenden wassermischbaren Lésungsmitteln wurde iiber P,O,; getrocknete 
Gamonlosung extrahiert: Methanol, Athanol, Pyridin, Aceton. Auch in diesen 
4 Lésungsmitteln waren die Gamone unldéslich. 


Es gelang, das (+)-Gamon aus schwach mineralsaurer (pq 4,5—5) 
Kulturfiltratlo6sung mit Benzol auszuschiitteln. Dampft man das Ben- 
zol im Vacuum ab, so erhalt man einen in Wasser sehr leicht léslichen, 
farblosen, neutral reagierenden Riickstand von eigenartig stechendem 
Geruch, der, im Lochtestverfahren gepriift, sehr starke Sexualreaktion 
beim (—)-Mycel (~ 300 Kontakt-Zygophoren je Testplatte) auslést. 

Ks ist, trotz sehr vielen Versuchen, bisher nicht gelungen, auch das 
(—)-Gamon aus der Kulturfiltratlosung zu extrahieren. 

Mit dem mit Benzol extrahierten und nach Abdunsten des Benzols in 


Wasser aufgenommenen (-+-)-Gamon wurden weitere Untersuchungen 
angestellt : 


2. Dialyse. Um AufschluB tiber die MolekiilgréBe der Sexualwirkstoffe zu 
erhalten, unterwarf ich eine vorher auf Wirksamkeit gepriifte (--)-Kulturfiltrat- 
lésung der Dialyse gegen aqua bidest. Ein sterilisierter und mit Gamonloésung gefiill- 
ter Dialysierschlauch wurde an einem Riihrwerk befestigt und rotierte in einem mit 
Aqua bidest. gefiillten StandgefaB. Nach 30 Std. wurde der Versuch abgebrochen 
und die Restlésung im Dialysierschlauch getestet. 


Kine Gamonwirkung war nicht mehr nachweisbar. Demnach muB es 
sich bei den Sexualstoffen der Mucorineen um Stoffe von geringer Molekiil- 
groéBe handeln, Hochmolekulare EiweiBstoffe, wie sie neuerdings als 
Sexualstoffe bei Chlamydomonas eugametos (FORSTER u. WIESE, 1956) 
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nachgewiesen werden konnten, kénnen also bei Mucor mucedo ausge- 
schlossen werden. Zum gleichen Ergebnis fiihrten auch Druckfiltrationen 
mit Filtern ,,allerfeinst* der Gottinger Membranfiltergesellschaft. 


Dieses Ergebnis war nach dem Grundversuch Burcerrs (vgl. 8. 152) 
zu erwarten. 


3. Adsorption aus benzolischem Medium. Zur Adsorption wurden Glas- 
rohrsdulen von 6 cm Linge und 1,5 cm Durchmesser verwendet. Die Adsorbentien 
sind in der Reihenfolge ihrer adsorptiven Wirksamkeit gegeniiber dem (-+)-Sexual- 
stoff geordnet: 

Tierkohle Merck =e 
Basisches Alum.-Oxyd. oS 
Calciumcarbonat 
Talcum venale + — 
Bolus alba = 
Diatomeenerde — 
saures Alum.-Oxyd — 


b + 


Das (-++)-Gamon wird also von basischen Adsorbentien aus benzoli- 
scher Losung adsorbiert. 


4. Hitzestabilitat : Sowohl (+)- als auch (—)-Gamone werden beiTemperaturen 
iiber 80° GC sehr schnell unwirksam. Auch bei Temperaturen von 60—80° C laBt 
die Wirksamkeit nach. 

5. pa-Stabilitat. Je 5 cm® einer wabrigen (+)-Gamonlosung wurden mit 
HCl bzw. KOH auf pq 1 bzw. 12 gebracht, kurz auf 
50°C erwarmt, nach dem Erkalten neutralisiert und 
getestet. 

In beiden Fallen war die volle Wirksamkeit erhalten 
geblieben. Das (+-)-Gamon ist also gegen HCl und 
Laugen bestandig. 

6. Oxydation. Von HNO, und 3%iger Wasser- 
stoffsuperoxydlésung wird das (+-)-Gamon inaktiviert. 

Versetzt man waBrige (+-)-Gamonlésung mit schwa- 
cher KMnO,-Lésung, so wird die KMnO,-Lésung ent- 
farbt und das Gamon inaktiviert. Ebenso wird Brom- 
wasser unter Inaktivierung des Gamons entfarbt. 

Das (+)-Gamon ist also offenbar leicht oxydierbar, 
einige dieser Reaktionen sprechen aber auch fiir eine 
Verbindung von ungesiattigtem Charakter. Die leichte 
Oxydierbarkeit des (+-)-Gamons ist wohl auch der 
Grund, weshalb bei langerem Auf bewahren von Gamon- 
lésung die Wirksamkeit langsam nachlaBt. 

Durch Bestrahlung mit der UV-Lampe wird das 
(+)-Gamon innerhalb von 5 min inaktiviert. 

7. Destillation, Das (+)-Gamon war bis zu Temperaturen von 75 © bei 
Wasserstrahlpumpen-Unterdruck nicht destillierbar. Da die Wirksamkeit aber in- 
folge der Hitzeeinwirkung zuriickging, wurde die Gamonlésung einer Gefriertrock- 
nung unterworfen, wobei evtl. fliichtige Bestandteile an einer Kithlfalle angefroren 
werden sollten (Abb. 14). Die wirksame Substanz befand sich nach Abbruch des Ver- 
suchs noch im Tiegel T. Bei der Gefriertrocknung wurde mit Unterdrucken bis 
5< 10-4 Torr gearbeitet. 
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8. Papierchromatographische Untersuchungen. Papier: Schl. u. Sch. 
2043 a. Methode: absteigend. Als Lésungsmittel dienten Partridge-Gemisch, 
Butanol-Benzol-Eisessig-Wasser, Phenol-Wasser (gepuffert auf py 1 und 12 mit 
ebenso gepuffertem Papier), Benzol-Eisessig- Wasser und Benzol-Pyridin-Essigsaure- 
athylester und Wasser. Da das (+)-Gamon Kaliumpermanganatlésung ent- 
fiirbt, entwickelte ich mit KMnO,-Lésung und Triphenyltetrazoliumchlorid. 

Das (+-)-Gamon wanderte mit den angefiihrten Lésungsmitteln auf dem Papier 
nicht. 

(+)-Gamon gibt keine Ninhydrin-Reaktion, ebenso keine Reaktion mit P-Ani- 
sidin. 

Versuche zur Reinigung des (-++)-Gamons aus Benzol mittels Umkristallisation 
sowie eine weitere chemische Aufarbeitung waren mit den mir zur Verfiigung stehen- 
den geringen Gamonmengen nicht mdéglich, es sind aber Versuche mit groBeren 
DurchliiftungsgefaBen zur Gewinnung wesentlich gréBerer Gamonmengen vor- 
gesehen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. H. BuRGEFF, méchte ich fiir 
die vielseitigen Anregungen und Foérderungen auf das herzlichste danken. 
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Beitrage zur Okologie der Streptomyceten* 


Von 
GERHARD JAGNOW 


Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. August 1956) 


Untersuchungen iiber die Streptomycetenpopulationen verschiedener 
Naturbéden (JaGnow 1956) fiihrten zu dkologischen Studien. Es stand 
wegen des Vorkommens vieler Staimme in waéhrend des Sommers 
trockenen und heiBen Standorten die Frage nach ihrer standértlich 
verschiedenen Anpassung an Trockenheit und Hitze im Vordergrund. 
Weiterhin wurde die Fahigkeit zum Abbau sonst schwer angreifbarer 
Abfallprodukte wie Oxalsiure, Chitin, Cellulose und Keratin gepriift. 
Es ist anzunehmen, daB Streptomyceten als Vertreter der autochthonen 
Mikroflora einen Teil solcher Verbindungen verwerten konnen. 


Wachstum bei verminderter relativer Dampfspannung 


Nach HEINTzELER (1939) sowie MusKarT (1955) kann bei den resistenten Asper- 
gillaceae Sporenkeimung noch bei 80% relativer Dampfspannung (r. D.) erfolgen. 
Die vergleichsweise mehr mesophilen Mucoraceae zeigten Wachstumsminimalwerte 
um 85% r. D. Hinem Wert von 85% r. D. entspricht ein osmotischer Wert von 
211 Atm. (Water 1931). Findet unter solchen Bedingungen Wachstum statt, so 
muB die Zelle einen noch héheren osmotischen Wert entwickeln, um dem Substrat 
das notwendige Wasser zu entziehen. Das geschieht oft unter charakteristischen 
morphologischen Veranderungen. HEINTZELER (1939) beobachtete bei verschiedenen 
Mucoraceen in der Nahe der Trockenheitsgrenze des Wachstums bandartig ver- 
breitertes Mycel mit Flechtenhabitus. 

Burcrk (1950) fand fiir empfindlichere Bakterien eine Wachstumsgrenze von 
99—97% r. D. und auch fiir die resistenteren (Micrococcus roseus) eine solche von 
iiber 90%. Hefen hatten ein Minimum um 88% xr. D. Fir Streptomyceten fand 
y. Proto (1948) das Wachstumsminimum bei 93% r. D. Sie nehmen in dieser Hin- 
sicht eine Mittelstellung zwischen den Bakterien und Hefen ein. 


Die vorliegenden Ergebnisse wurden mit der Methode von Burcrk 
(1950) gewonnen (Deckglaskulturen auf Objekttragern mit Glaszylinder- 
ringen, die Salzlosungen enthielten). Als Na&hrboden diente Hafer- 
flocken-Gelatine. Bei einer Bruttemperatur von 30,5° C wurde in mehr- 
stiindigen, spiiter taglichen Abstiinden Keimung und Wachstum der 
Kulturen beobachtet und der durchschnittliche Zuwachs mit einem 
Okularmikrometer gemessen. 

1 Teilergebnisse der Dissertation ,,Untersuchungen iiber die Verbreitung und 
Okologie von Streptomyceten in Naturbéden“, Gottingen, Mathematisch-Natur- 


wissenschaftliche Fakultat 1956. 
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Insgesamt wurden 13 Stémme untersucht. Die unterste Wachstums- 
grenze, bei der noch Keimung, aber keine weitere Entwickelung eintrat, 
lag bei 91,5°% r. D. und wurde nur von zwei Staémmen erreicht. Das Ent- 
wickelungsoptimum der meisten Stiimme lag, wie auch bei Pilzen 
(HEINTZELER 1939), mit 97—98°% unter 100% r. D. Relativ gutes Wachs- 
tum aller Stéamme war noch bei 96,5% r. D. festzustellen. Dariiber 
hinaus zeigten sich je nach Herkunft 
und Gruppenzugehorigkeit zum Teil 
betrachtliche Unterschiede?. 


Abb. 1. Stamm 8/73 nach 50 Std Abb. 2. 
bei 96,7% r. D., 125 x Stamm 8/73 nach 50 Std bei 95.4% r. D., 125 


Bei allen Stémmen traten von 94,5°, r. D. ab, teilweise schon bei 
héheren Werten, charakteristische morphologische Verainderungen auf. 
Die sonst geradlinig auswachsenden Hyphen anderten unregelmafbig 
ihre Wachstumsrichtung. Bei noch annihernd normaler Dicke traten in 
regelmaiBigen Abstanden stirker lichtbrechende Bezirke in Erscheinung 
(Abb. 1—2). Von der Basis her begannen die Hyphen dann schnell ab- 
zusterben und wurden, oftmals wiederholt, von einer neu nachwachsen- 
den Hyphengeneration abgelést. In dem beschriebenen Beispiel (Stamm 
8/13) begann bei 94,59 r. D. die erste Hyphengeneration nach 50 Std 
abzusterben. Bei noch niedrigerer Hydratur blieben die Hyphen bei sehr 

' Die erste Zahl der Stammnummern bezeichnet die in der vorigen Arbeit 


(JAGNnow 1956) beschriebenen Standorte, die Zugehérigkeit zu den dort angefiihrten 
Serien ist auch hier in rémischen Ziffern angegeben. 
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Jangsamem Wachstum unter erheblicher Deformation lange erhalten. 
Sie schwollen bis auf 3—5 uw Durchmesser an und waren vielfach band- 
artig verbreitert (Abb. 3). Nach 7 Tagen bei 92,4°% r. D. entwickelten sich 
nur kurze, stark verdickte Keimschliuche (Abb. 4). 

Anpassung an Hydraturwerte nahe der Wachstumsgrenze fand unter 
langsamemWachstum und starker Anschwellung innerhalb einer Hyphen- 
generation statt. Bei den unter etwas weniger extremen Verhaltnissen sich 
ablosenden Hyphengenerationen war eine fortschreitende Anpassung an 
die erniedrigte Dampfspan- 
nung zu beobachten. Die 
durchschnittlichen Wachs- 
tumsgeschwindigkeiten (in 
u/ Std) nahmen zu. 


Abb. 3. Abb. 4. Stamm §/13nach 7 Tagen 
Stamm 8/13 nach 7 Tagen bei 93,6% r. D., 312 x bei 92,4% r.D., 500 x 


In Tab.1 sind die durchschnittlichen Wachstumshéchstwerte der 
Hyphengenerationen einzelner Stémme (untereinanderstehende Zahlen) 
zusammengefabt. Die drei ersten Stiimme gehoren der Serie Alboflavus 
an und zeichnen sich dadurch aus, dai die nachfolgenden Hyphen im 
Gegensatz zu den zuerst ausgekeimten bei verminderter r. D. keine 
Hemmun¢gen erfahren, sondern je nach Herkunft in verschiedenem Mabe 
ihre Wachstumsgeschwindigkeit anpassen. Am resistentesten war der 
Trockenrasenstamm 8/13, der noch bei 93,6% r.D. die Wachstums- 
geschwindigkeit der nachfolgenden Hyphen steigerte und bei 91,5°% r. D. 
keimte, ohne abzusterben. Der alpine Stamm 4//1 zeigte ebenfalls hohe 
Resistenz und besonders starkes Wachstum. Doch hatte er nicht mehr 
die Anpassungsfahigkeit des Trockenrasenstammes und keimte erst bei 
92.4% r. D. Am empfindlichsten war der Stamm 29/9 aus Waldboden. 
Obwohl er noch bei 91,5°% r. D. keimte, starben im Gegensatz zu den 
anderen Stimmen die blasig geschwollenen Keimungsstadien schon bei 
94,3% r. D. ab. Das zeigt, daB Keimung und Wachstum zwei verschie- 
dene Vorgiinge sind, die auch verschiedene Grenzwerte haben. Der 
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empfindlichste Stamm 15/8 bildete schon bei 97,4% r. D. bandartig ver- 
breiterte Hyphen und starb bei 96,5% r. D. nach der Keimung ab. 

In Abb. 5—8 sind die Beobachtungsergebnisse von allen Stammen 
graphisch dargestellt. 


Tabelle 1. Maximale durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeiten der 
1.—3. Hyphengeneration in ju/Std bet verschiedener r. D. 


% r.D. | 100 | 99,8 | 98,2 | 97,4 | 96,5 | 95,4 | 94,3 | 93,6 | 92,4 | 91,5 
Atm. 0 | 14 | 25 | 35 | 46 | 59 | 72 | 86 |103 | 118 
Stamm Gruppe 

8/13 IIa 8,9 |21,2|n. b.|13,0! 6,5) 3,8] 3,8] 1,6] 0,4] 0,1 
at een 21,5/19,6| 9,8| 9,8] 2,6| — | — 
pays 25,0 | — 119,65) — | 8,4 0—— fe 
41/1 Ila | 7,8 | 29,2 | 16,1 | 56,0) 7,5| 7,0| 2,6} 1,8] 0,3 | — 
— | — |21,5| — |24,2| 7,0) 2,7) — |— |— 
29/9 IIa 14,8 | 20,4/10,8| 3,9} 1,5| 3,3) 1,3] 0,5] 0,2 
16,6 = ell 6.5 5,0 2,8 a = 2 
11/8 Illa 24,0 | 30,6 | 14,0] 9,6|10,7| 5,4} 6,8] 1,8) — | — 
10,4 | 17,2 | 15,0|13,9| 6,4) 7,3) 4,6); — | — | — 
| 20,0) -9,6 |. —. | 11,6}, 4,5) 4,2) 4270) hee 
19/13 XEHo | 11,8| 5,9| 4,7| 4,8] 1,4] 0,7) 01) — | — 

{13,9| 8,3| 7,3 ! / 


Die Breite der Diagramme entspricht der héchsten in einem Zeitraum beob- 
achteten Wachstumsgeschwindigkeit (1/Std) bei verschiedenen Dampfspannungs- 
werten. Die Linien unter ,,M‘‘ geben an, bei welchen Hydraturwerten deutliche 
morphologische Veranderungen auftraten, die neben ,,L‘*, wie weit sich noch Luft- 
mycel in den Kulturen entwickelte. Der schraffierte Bereich bei den Alboflavus- 
Stammen (Abb. 5) gibt an, wie weit sich die Wachstumsgeschwindigkeit nach- 
folgender Hyphen mit sinkender r. D. regulierte. Kreuz bedeutet Absterben bei be- 
stimmten Hydraturwerten, wenn unter dem Wachstumsbereich (Abb. 7), Absterben 
der verquollenen Sporen. 

Die Grenzwerte zweier Stiimme der Serie Griseus lagen mit 93,6% 
r. D. etwas hoher als die der Alboflavus-Stiéimme (Abb. 6). Doch starben 
sie als Vertreter vorwiegend trockener Standorte bei niederer r. D. nicht 
ab (Stamm /7/8 in Tab. 1). 

Die Staémme der Serie Aureus hatten trotz verschiedener Herkunft 
(38/5 aus Wald, 15/8 aus Trockenrasen) die geringste Trockenheits- 
resistenz und starben, wie auch der Waldstamm 34/7, im Gegensatz zu 
allen anderen Vertretern trockener Standorte an der Wachstumsgrenze 
ab (Abb. 8). Von den Violaceus-Stimmen ist 14/18 als Bewohner eines 
Felsspaltstandortes besonders resistent. Er wuchs noch bei 91,5°% r. D. 
und bildete bei 93,6% r. D. unter Bedingungen, bei denen viele Stiimme 
schon abgestorben waren, noch Luftmycel aus. Der ahnliche Stamm 
20/1 aus einem gemiigteren Rasenstandort hatte geringere Resistenz 
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(Abb. 7 und Mikrophoto Abb. 9 mit charakteristischer Trockenheits- 
form). Ebenfalls gut angepafit sind die Trockenrasenstamme 10/10 
(Rubrireticuli) und 4/11 (Serie X) (Abb. 7 und 8). 

Die Resistenzunterschiede der Stiimme waren noch deutlich, obwohl 
sie mehrere Nahrbodenpassagen hinter sich hatten. Auch Burctk (1950) 
fand bei Bakterien und Hefen unabhangig von der Kulturdauer gleich- 
bleibende Wachstumsgrenzwerte. Danach scheint es sich um fixierte 


Merkmale zu handeln. 

Verdickungen der Hyphen und blasige Anschwellungen ahnlich wie bei den 
Trockenheitsformen fand HaGEpoRN (1955) bei Streptomyces aureofaciens in 
0,5—1,5 molaren Salzlésungen. Die 
Wachstumsgrenze in Kochsalzlésung lag 
etwa bei 6° NaCl-Gehalt. Gemeinsam 
ist diesen Formen die milieubedingte 
starke Erhéhung des osmotischen Wer- 
tes. Stérungen in Stoffwechsel, Wachs- 
tum und Teilungsmechanismus, bei den 
Salzformen auch durch Jonenwirkung 
bedingt, sind die Folge. Koransako 
(1938) fand fiir Actinomyceten und 
Proactinomyceten relative Unempfind- 
lichkeit gegeniiber Kochsalz und Natri- 
umsulfat mit ahnlichen Wachstums- 
grenzwerten wie Hacgreporn. Myco- 
_  bakterien waren noch unempfindlicher. 

rey Zu deren Verhalten gegen Salzkonzen- 
Stamm 20/1 nach 14 Tagen bei 94,3% r.D., 500 — tration vgl. noch Voss. 


Resistenz des vegetativen M ycels gegen Austrocknung 


Da die Actinomyceten an vielen Standorten oft véllig austrocknen, 
miuBte auch ihr vegetatives Mycel geniigend widerstandsfahig sein und 
danach weiterwachsen, ohne erst aus Sporen neues Mycel zu entwickeln. 
Anders lieBe sich ihre aktive Lebenstiatigkeit in zuweilen jahrelang 
niederschlagsfreien Wiistenbéden kaum erkliiren. Ki~uraAn u. FEHER 
(1939) fanden in der Saharawiiste eine aktiv lebenstitige (atmende) 
Bodenmikroflora, die auch regelmaBbig Streptomyceten enthielt. Durch 
Taubildung periodisch angefeuchtet und wieder austrocknend miissen 
sie besonders an starke Hydraturschwankungen angepaft sein. 

Es kam bei meinen Versuchen darauf an, unversporte Deckglas- 
kulturen zu verwenden. Auch durften von der Beimpfung her keine 
keimfahigen Sporen zuriickbleiben, die nach dem Austrocknen keimen 
und eine hohe Resistenz des Mycels vortiuschen konnten. 


Von einer gleichmafigen Sporensuspension (in Wasser mit Agarzusatz verrieben) 
wurde mit einer spitzen Impfnadel auf die Deckgliser ausgestrichen. Nach 1—2 
Tagen hatten sich langs des Impfstrichs unversporte Kolonien entwickelt. Darauf 
wurden die Deckgliser von den Objekttrigerringen abgehoben und auf trockene 
Objekttrager mit Ringen und FlieBpapierstreifchen (um ein Wiederankitten der 
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Vaseline zu verhindern) gebracht. Bis das Kondenswasser verdunstet war, wurden 
sie in den Brutschrank (30°) gestellt und danach verschieden lange bei Zimmer- 
temperatur der Trockenheit ausgesetzt. Danach wurden sie wieder auf die feuchten 
Kammern aufgesetzt und bebriitet. 

Zum besseren Vergleich wurden drei Stéimme der Serie Alboflavus 
verwendet (Tab. 2). Das Austrocknen wurde nicht gleichmafbig ertragen. 
Die Hyphen starben ab, und aus resistenteren Koloniebezirken wuchsen 
nach Wiederbefeuchtung neue Hyphen aus. Die Herkunft der Stimme 
erklart hier die Unterschiede nicht. 


Tabelle 2 
Pee eae ter orate |e rctnngcait | atawockaengasett 
Std | Std | Std 
8/13 | 37 | 20 | 49 
8/13 | 48 | 14 | 18 
41/1 | 24 | 49 | 75 
La 4 | 48 | 36 | n.b. 


Untersuchung der Hitzeresistenz 
Trockene Hitze 


Da manche von Streptomyceten besiedelten Bodden sich oberflachlich 
stark erhitzen koénnen (bis 70° bei nacktem Boden und direkter Sonnen- 
einstrahlung), hat die Frage nach der Hitzeresistenz des trockenen 
Mycels dkologische Bedeutung. Durch Untersuchungen von Lance sind 
die Resistenzverhiltnisse von Flechten (1953) und Moosen (1955) in Ab- 
haingigkeit von ihrer Verbreitung gekliirt worden. Moose sowie Flechten 
eines Blockhaldenstandortes ertrugen je nach Art und Wuchsort im 
lufttrockenen Zustand eine halbstiindige Erhitzung von 70° bis 100° 
ohne Schidigung. Nach den Erfahrungen iiber das Wachstum bei ver- 
ringerter r. D. war auch eine abgestufte Hitzeresistenz der Stamme mit 
einem Maximum von mindestens 70°, den Standortsverhaltnissen ent- 
sprechend, zu erwarten. 


Es wurden 1—2 Tage alte, 1/,—1 Std im Brutschrank angetrocknete Deckglas- 
kulturen von vier Stammen je 1 Std verschiedenen Temperaturen im Trocken- 
schrank ausgesetzt und darauf wieder auf feuchten Kammern bei 30° bebriitet. 
Unerhitzte, ebenso lange trocken gehaltene Kontrollkulturen blieben ungeschadigt. 
Die Temperaturen unterschieden sich um je etwa 5° und wurden vor sowie nach der 
Behandlung genau in Hohe der Deckglaskulturen gemessen. Durch das Schmelzen 
von in gleicher Lage befindlichen Testsubstanzen (nach Angaben von KorLer 1954 
und eigener Nachpritfung der Laborsubstanzen) wurden die Temperaturen von 
90° («-Naphthol), 99° (o-Phenylendiamin) und 109° (B-Naphthylamin) gesichert. 


Wie erwartet, liegen die Schidigungstemperaturen zwischen 50 und 
70°C. Bei dem Trockenrasenstamm 8/13 starben schon bei 65° einzelne 
Kolonien ab. Doch wuchsen aus den zerfallenden Kolonien noch nach 


182 G. JAGNow: 


einer Erhitzung auf 90° Hyphen neu aus. Da kein Luftmycel vorhanden 
war, konnten die iiberlebenden resistenten Teile keine normalen Sporen 
gewesen sein. Gleich resistent zeigte sich der Trockenrasenstamm 4/11. 
Die beiden Stiimme aus Waldboden 38/5 und 34/7 wurden schon bei 50° 
geschadigt. Die Resistenz jungen Mycels (gekeimte Sporen) ist héher 
(100°). Die Maximalwerte fiir die resistenteren Mycelteile liegen mit 
100—115° iiberraschend hoch. Nur der Waldstamm 34/7 wurde schon 
bei 50° vollig abgetotet. 


Tabelle 3. Resistenz gegen einstiindige lufttrockene Erhitzung 


Alter der Kultur! Kolonieradius | Auftreten der héchste tiber- 
Stamm Gruppe Std | in | ersten Schiiden standene Temp. 

8/13 Ia 46... | + 885:0n) arti e008 
8/13 48 | 200 65° 115° 
8/13 | 56 400 n. best. | 100° 
8/13 | 24 bis 50 100° 110° 
Sporen, 

frisch 

gekeimt 

4/11 {PgeeX: 24 240 65° 91° 
4/11 48 | 240 | 19% fess 
38/5 VIII 72 oe 50° 111° 
34/7 VII 24 | 330 unter 50° ‘unter 50° 


Ein Vitaltest mit 1°,igem Triphenyltetrazoliumchlorid nach Wat.- 
HAUSSER (1951) verlief bei Kulturen des Stammes 8/13 24 Std nach der 
Hitzebehandlung positiv. Die zentralen Kolonieteile waren nach 2 Std 
je nach der Stiirke ihrer Reduktionstatigkeit rosa bis rot gefiirbt. Bei 
der auf 100° erhitzten Kultur war noch eine schwache Firbung zu er- 
kennen, wahrend die hoher erhitzten Kulturen abgestorben waren und 
keinen Farbstoff bildeten. 


Feuchte Hitze 
Nach WaksMANn u. Mitarb. (1939) wachsen thermophile Streptomyceten aus 
Kompost noch bei 65°. Eine unterschiedliche Resistenz in Phosphatpufferlésung 
fand Ertkson (1955). Bei kurzfristiger Erhitzung (1—2 min) iiberlebte Strept. 
albus noch 90°, Strept. madurae nur 60°. Ahnliche Werte fand auch WaKsMAN (1919). 
In einem orientierenden Versuch wurden 22 Std alte Deckglaskulturen 
des Stammes 8/13 iiber Salzl6sungen mit verschiedener r.D. je eine 
Stunde lang Temperaturen von 55—70° ausgesetzt. Die Kulturen bei 
99% und 96,5% r.D. zeigten 3—4 Tage nach der Erhitzung auf 70° 
nach vorheriger Schadigung wieder normales Wachstum. Die Kultur 
bei 93,6% r. D. war vor der Hitzebehandlung gerade ausgekeimt und 
wuchs danach ungeschadigt weiter. Durch verminderte Dampfspannung 

wird demnach die Hitzeresistenz gesteigert. 
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Abbau von Oxalsiure 

Oxalsiure kann von den meisten Mikroorganismen nicht verarbeitet werden. 
Vertreter der ,,autochthonen Mikroflora, die besonders in ungediingten Natur- 
béden hervortreten und gréBtenteils zu den Actinomycetales zihlen, sind meist auf 
schwer zersetzbare Organismenriickstinde und Humus als Energiequellen ange- 
wiesen (RippEL-BaLDES 1955). In dieser Hinsicht sind besonders die Proactinomy- 
ceten untersucht. Sie kénnen schwer angreifbare heterocyclische N-Verbindungen 
abbauen (RrPPpEL-BALDES u. Mitarb. 1943, Horvatre 1943, v. Puorno 1940), Hu- 
musstoffe angreifen (KtstER 1950) und schlieBlich auch Oxalsaure als Kohlenstoff- 
und Energiequelle nutzen (MituER 1950). Ahnliche Fahigkeiten haben auch viele 
Streptomyceten. 

Srapp (1954) zeigte Verwertung von Harnstoff und Harnsaurederivaten durch 
Streptomyceten und Kuampata u. Buart (1954) wiesen Oxalsiureabbau nach. Aus 
dem Darm von Regenwiirmern isolierten sie mittels oxalathaltiger Anreicherungs- 
kulturen 20 Stiimme, die auf Agarplatten als C-Quelle gegebenes Calciumoxalat 
unter Hofbildung auflésten und in Kulturlésung mit 0,1% Kaliumoxalat in 8 Tagen 
6—83% des Oxalats abbauten, letzteres jedoch nur mit 0,1% Hefeextrakt als Wirk- 
stoffquelle. 


306 Stimme wurden auf den von KuAmpata u. BHAT angegebenen 
Ca-Oxalatagar (0,1°% Oxalat) aufgeimpft. Von diesen zeigten 49 (16%) 
kein Wachstum, 181 (59%) schwaches Wachstum und 76 (25%) star- 
keres Wachstum mit deutlicher Auflésung des Oxalatniederschlags. 

Bei einigen mehr in Trockenrasen vorkommenden Gruppen war die 
Fahigkeit zum Oxalatabbau stirker verbreitet (z. B. 82% der Rubrireti- 
culi-Stimme). Andererseits enthielt die mehr in Waldbéden verbreitete 
Serie Aureus im Durchschnitt weniger Oxalat abbauende Staimme (z. B. 
Gruppe VIIIf nur 7%). Insgesamt enthielten die silikatischen Rasen- 
standorte 82%, die Kalktrockenrasen 69%, und die Waldstandorte 62% 
auf Oxalatagar deutlich wachsende Streptomycetenstamme. 

Von 68 Stimmen aus allen Gruppen konnten jedoch nur 32 den 
Oxalatgehalt der Losung von Kuampata u. Brat [0.1% K-Oxalat, 
0,05% (NH,),SO,] deutlich vermindern (um iiber 3%, ermittelt durch 
KMn0O,_-Titration) und von diesen wiederum nur 7 zu tiber 50%. Dies 
entspricht wohl den natiirlichen Verhaltnissen, denn die von KHAMBATA 
u. Baar mit durchweg nachgewiesener Fahigkeit zum Oxalatabbau 
isolierten St’mme stammten aus Anreicherungskulturen mit Oxalat. 
Verglichen mit den Proactinomyceten, die in vielen Fallen Oxalsaure 
100% ig abbauen konnten (MULLER 1950), greifen Streptomyceten Oxal- 
siure schwacher an. Auch liegt die Optimalkonzentration fiir den Abbau 
mit 0,1°% zehnmal niedriger. Bei 0,2°% Oxalatgehalt wurde absolut nicht 
mehr, d.h. relativ die Hialfte des Anteils bei 0,1% verbraucht. Bei der 
fiir Proactinomyceten optimalen Konzentration von 1% Oxalat wurde 
bei keinem Stamm Wachstum und Abbau beobachtet. 

In einigen Parallelansitzen wurde der Abbau mit NH} (KuamBata) 
und NO; (MixiEr 1950) als N- Quelle bei gleicher Oxalatkonzentration 
von 0,1% sowie der Kinflu8 von Hefekochsaft gepriift (s. Tab. 4). 
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Proactinomyceten erreichten nach MULLER mit Nitrat die beste Oxalat- 
nutzung. Die Streptomyceten mit geringerer Nutzungsfahigkeit bauen 
in vielen Fallen bei Gegenwart von Ammoniumsalz mehr Oxalat ab, 
vermutlich, weil der bei Oxalsiiure geringe Energiegewinn hier nicht noch 
zur Nitratreduktion verwendet werden mu. Sonst ist jedoch Nitrat 
fiir sie eine giinstigere N- Quelle als Ammonsalz. 


Tabelle 4. HinfluB verschiedener Stickstoffquellen und von Hefekochsaft (HK) auf den 
Oxalatabbau in Ruhekultur (R, 8 Tage) und Schiittelkultur (S, 14 Tage) 
Abbauwerte in % 


/ ; ) (NH,)280, 
Serie Stamm | — ean EE Os By (NHS Oe. | 
| 8 »2% HK | ohne HK |58,0,.1% HK) R,0,1% | R, ohne 
HK | HK 
Albus 17/8 96° [iy cB tf) me besteil, RBZ o hhh ea 
Griseus | 6/16 | 35 | n. best. 45 56 n. best. 
Diastaticus 10/7 — 17 | n. best. 43 24 | n. best. 
c i 9a 2 n. best. 16 n. best. | n. best. 
*: | | 7/20 91 50 n. best. 58 58 
Aureus 3/7 10 n. best. 6 n. best. | n. best. 
x 14/2 | 40 n. best. 48 46 in. best. 
Antibioticus | 20/11 n. best. | n. best. | n. best. 44 | 25 
Scabies | 12/5 n. best. | n. best. | n. best. 39 16 
Rubrireticuli | 10/10 | 23 ; n. best. 75 30 
Violaceus (AIS. WoT | n. best. 60 | 31 19 
* | 34/22 10 nsbest). pw 23 3 | n. best. 


KHAMBATA u. Boat fanden ohne Hefekochsaft keinen Oxalatabbau. 
Bei meinen Versuchen wurde er bei Entzug nicht aufgehoben, sondern 
meist etwa nur um die Halfte verringert. Empfindlicher gegen Entzug 
war der Stamm /7/8 mit normalerweise fast 100°, igem Abbau. 


Abbau von Chitin und Keratin 
Chitinabbau scheint eine wichtige Spezialfunktion der Streptomyceten zu sein. 
Uber Actinomycetenbewuchs von Insektenteilen berichteten schon STORMER (1907, 
zit. nach BUCHERER 1936) und Kuprena (1932). 

Mit Hilfe von eingegrabenen Bienenfliigeln, die mittels Deckglisern 
und Gummiringen auf Objekttraigern lose befestigt waren, wurde ver- 
sucht, Streptomyceten aus Gartenerde zu kédern. Nach 8 Wochen war 
die Fligeloberflache mit viel Actinomyceten- und wenig Pilzhyphen 
iiberwachsen. Die Umrisse der Fliigeladern erschienen unregelmibig 
angegriffen, die diinne Fliigelhaut jedoch véllig unversehrt. Der voll- 
stindige Abbau gréBerer Insektenteile erfolgt anscheinend sehr langsam 
und diirfte ein Jahr oder noch liingere Zeit in Anspruch nehmen. 
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Erganzend wurden von vier Stémmen Reinkulturen auf vorher aus- 
gekochten Bienenfliigeln in dest. Wasser angesetzt und 9 Std bebriitet. 
Bei allen war makroskopisch Wachstum und Versporung auf den 
schwimmenden Fligeln gut zu sehen, besonders bei Stamm 41/1 (Albo- 
flavus). Abb. 10 zeigt das charakteristisch gedrungene, Nocardia-artige 
Wachstum auf Chitin, wie es Ahnlich auch bei verminderter r. D. auftritt. 

Zur Isolierung von Chitinbakterien verwendete BucHERER (1936) einen Agar- 
nahrboden mit reinem, durch konzentrierte Salzsdure in der Kalte verquollenem 
und kolloidal ausgefalltem Chitin als alleiniger C- und N-Quelle. Dabei fand er 
sechs von WaAkKSMAN  bestimmte, 
chitinabbauende Streptomyceten- 
staémme (Vertreter der Serien Aureus, 
Albus, Diastaticus und Strept. fra- 
diae). Sie lésten und verwerteten 
kolloidales Chitin durch ein Ekto- 
enzym (Chitinase). 

141 StammeausallenGruppen 
wurden auf einen nach dem Re- 
zept von BucHERER hergestell- 
ten Chitinnahrboden geimpft 
und 9 Tage bebriitet. Alle zeig- 
ten gutes Wachstum und meist 
auch gute Versporung. Bei 
84 Stémmen (59%) war eine 
Auflésung der Chitintribung : 
um die Impfstriche herum zu 9 Tage auf Beit gh cave aot banl! 325 X 
erkennen. 

In allen Gruppen traten chitinauflésende Stamme auf, am haufigsten 
in den Serien Alboflavus (85%), Albus (84%), Rubrireticuls (83%), 
Griseus (82°) und Scabies (75°%, der Stimme). Relativ wenig enthielt 
die Serie Violaceus (36%). Tab. 5 gibt eine Ubersicht tiber die Verbrei- 
tung chitinauflésender Stamme in den Standortstypen. Auffillig ist der 
geringere Anteil in sauren Waldbéden, vielleicht zusammenhiangend mit 
einem geringeren Gehalt dieser Boden an Kleinarthropoden, verglichen 
mit den iibrigen Standorten. 

Die Fahigkeit der Actinomyceten zum Abbau schwer angreifbarer, hochpoly- 
merer Naturstoffe ist umfassend. KaLinENKO (1938) berichtete iiber den Abbau 
von Kautschuk und Jensen (1930) wies den Abbau von entfettetem Hornmehl im 
Boden durch Actinomyceten nach. OrsKoy (1938) gibt Abbildungen von 
Actinomyces keratolytica‘*, von Acton u. MCGUIRE (1931) in indischen Boden 
als Erreger von Haut-Actinomycosen gefunden. Danach handelt es sich um Ver- 
treter der Gattung Micromonospora. Spezielle, mit Haaren aus Erde gekéderte 
Keratinabbauer, Angehdérige der zu den Actinomycetales gestellten und von CoucH 
(1950) beschriebenen Gruppe der Actinoplanes, beschrieb GARTNER (1955). 

Nach der Methode von Garner (Petrischalen mit aufgeschwemmter, 
sterilisierter Komposterde und in 70% igem Alkohol sterilisierten Men- 
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schenhaaren) wurden 67 Stamme versuchsweise eingeimpft und 52 Tage 
bebriitet. Doch war keiner befahigt, die Haare in der von ihm beschrie- 
benen Weise (Auflockerung der Fibrillen und Zerfall) anzugreifen. 


Tabelle 5. Anteil chitinauflésender Stiamme 


Chitinaufloser | “Wa % 

Kalk-Trockenrasen | 62 90 | 69 

Kalk-Trockenwilder 14 20 | 70 
Fels- und Rasenstandorte auf 

Silikatuntergrund 13 24 54 

Ubrige Waldstandorte 11 | 28 39 


Abbau von Cellulose 


In einem 19 tagigen Schiittelkultur-Ansatz wurden 59 Stamme aus allen Gruppen 
auf Wachstum in cellulosehaltiger, sonst rein mineralischer Nahrlésung gepriift 
(nach LINDENBEIN 1952, mit 0,2% NaNO). In jeden 100 ml-Kolben wurde eine 
Spatelspitze von vorher gewassertem Cellulosepulver (fiir Chromatographiezwecke) 
gegeben. Ein Bewuchs war an Fléckchen zu erkennen, zu denen nach einiger Zeit 
die sonst gleichmaBig verteilten Celluloseteilchen durch Actinomycetenhyphen zu- 
sammengesponnen waren. Mikroskopische Beobachtung zeigte dann umsponnene 
und teilweise durchwachsene Bréckchen. 

34 Staémme, also iiber die Halfte, zeigten Wachstum, davon 5 besonders stark 
unter gelblicher Verfairbung des Substrats. Es waren Vertreter fast aller unter- 
suchten Gruppen: Albus (stark), Alboflavus, Griseus (stark), Diastaticus (stark), 
Aureus, X, XI (stark), Antibioticus (stark vertreten). Die roten Stémme der Serie 
Rubrireticuli griffen Cellulose nicht an. Beziiglich der standértlichen Verteilung der 
celluloseabbauenden Stimme zeigten sich keine grofen Unterschiede, und es lieBen 
sich auf Grund des geringen Materials keine gesicherten Angaben machen. 


Gegenseitige antagonistische Beeinflussung der Stimme 


Bei Betrachtung der Kolonien auf einigen Chitinagarplatten fiel das 
sehr unterschiedliche Breitenwachstum innerhalb der Lange mancher 
Impfstriche auf. Drei der abgebildeten Stimme hatten hemmenden Ein- 
flu8 auf das Wachstum eines anderen Stammes, wo sie dessen Impfstrich 
nahe kamen. Es wurden deshalb 40 auch sonst aktive Stémme ausgewahlt 
und in zwei groBeren Ansitzen jeder gegen jeden auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar im Strichtest ausgetestet. 

Der auf Antagonismus zu priifende Stamm wurde in der Mitte einer Petrischale 
ausgestrichen und 5 Tage bebriitet. Darauf wurden jederseits vier Teststiimme vom 
Rand der Platte bis zur Mitte ausgestrichen und drei weitere Tage bebriitet. Nach 
dieser Zeit waren auch die Teststiimme, soweit sie nicht gehemmt wurden, ver- 
sport. 

Ks zeigte sich ein schwer tibersehbares Bild mannigfaltiger gegenseitiger 
Wachstumshemmungen. Die Ergebnisse wurden in vier Testquadraten 
aufgezeichnet, von denen aus Griinden der Raumersparnis nur eines 
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wiedergegeben werden kann (Abb. 11). Auf der waagerechten Achge 
sind die hemmenden Stémme (Antagonisten) aufgetragen und auf ee 
Senkrechten die gegen diese getesteten Staimme, so daB jedem Feld eine 
bestimmte Kombination der von 1—40 numerierten Stimme entspricht. 
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Abb. 11. Antibiotische Beeinflussung von Streptomyceten. Die rechten unteren Teildreiecke beziehen 


sich auf vollige Wachstumshemmung in der Hemmzone: Unausgefiillt = keine Hemmung, punktiert 
25 mm stark. Bei vélliger Wachstumshem- 
e beziehem sich 


= Hemmzone bis 10 mm, ausgefiillt = Hemmzone 10— 
mung tiber 25 mm wurde das ganze Quadrat ausgefiillt. Die linken oberen Teildreieck 
auf Wachstumsschwichung in der Hemmzone: punktiert = Schwachung bis 10 mm, 
schraffiert = Schwiichung tiber 10 mm. Bei vollig freibleibender Fliche fand keinerlei Hemmung statt 


Dabei wurde Wachstumsschwichung (meist verbunden mit Unterdriik- 
kung des Luftmycels) und vollige Unterdriickung des Wachstums 
unterschieden und in den Signaturen ausgedriickt. 

Von allen 1580 Kombinationen (ein Stamm fiel wahrend der Ver- 
suche aus) ergaben 1260 (80%) sichtbare Hemmung eines Teststammes. 
In 692 Fallen (33,8%) fand starke Hemmung (iiber 10 mm Unterdrtik- 


kung) statt. 
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Tab. 6 fiihrt die Versuchsstimme nach Gruppen mit ihrer Nummer in 
den Testquadraten auf. In einer Spalte ist angegeben, wieviele der 
40 Stiimme von ihnen stark (iiber 10 mm) gehemmt wurden (,,Antag.*‘) 
und eine weitere enthalt die Zahl der Stiimme, die auf den betreffenden 
Stamm eine starke Hemmwirkung ausiibten. Zwischen der Gruppen- 
zugehorigkeit und der Hemmwirkung auf andere Stamme besteht meist 


Tabelle 6. Ergebnisse der gegenseitigen Streptomyceten-Strichteste 


| An- | ge- ‘ | ane An- | ge- 
Serie Nr. | Stamm | tag. /hemmt Serie Nr. Stamm | tag. ‘/hemmt 
| |gegen| von | |gegen| von 

Albus | 18 | 22/2 | 18 | 21 | Aureus | 7| 3 | 1s] 1 

34 | 41/4 | 16 | 25 37, | Gavan 25 | 320 

PSS il 71/9 WB ee 8 | "OI Y. 14-14e 

| S35) 34/2 221° 37 16} 26/3" | 305) = 

(£32 4) S/Fcumae we oh 6 | 15/8 | 19 9 

_ Me | a |:20 |x 29 |'4/17 | 56 | 30 

: 35/2 22 5 
le oe ye dtste XT | 24 | 26/6 | 24 | 8 
| 40 | 6/15| 12 | 35 36 | 32/9 | 21 | 28 


1 14..| 27/85 1°26, es 


Alboflavus 21 | 41/1 9 / 14 15 31/4 | 19 | 12 
22-1 32/Fs [eas ) ya a. a | 
; ’ | | Antibioticus 5 | 21/3 | 26 | 18 
Diastaticus 3. reed “ | - 13 | 20/11 | 30 | 4 

e283 LOl7 V1 52 4 : / 
| 25 26/2 | 15 | 37 Scabies 30 | 12/5 | 14 | 28 
17_ | 17/2 17 3 Rubri- 1 8/12 5 1-31 
19 | 32/2 | 11 | 34 reticuli 21) 217s jel dao 
Aureus 9 | 19/8 16 | 19 Violaceus hers “Pla /[1s" hs areas 
L222 ee 6 40) 7 9/9 24 11 

365 27 joe ole Se | / 

Sa. eal 70 Ap.) ee | | ip 

10 | 12/8 |13 | 15 | / | 

12, posse.) 171, 16 | 


kein Zusammenhang. Schwach und stark antagonistische sowie emp- 
findliche und relativ unempfindliche Stiéimme kénnen in der gleichen 
Gruppe auftreten. Starke Antagonisten werden meist weniger oft ge- 
hemmt und umgekehrt. 

Auffallig ist das Verhalten der roten Stimme (Rubrireticuli, Nr. 1 
und 2). Selbst starke Bildner von Pilzhemmstoffen, sind sie nur selten 
oder nicht in der Lage, andere Stémme stark zu hemmen und werden 
selbst von etwa 75°, der Staémme stark gehemmt. So kénnen sie wohl 
nur unter giinstigen Bedingungen konkurrieren und sind vielleicht auch 
deshalb vorwiegend auf die Trockenrasenbéden beschrankt. 

Uberraschend ist ferner, daB von den 40 untersuchten Stimmen 11 
sich selbst im Strichtest hemmten, davon sogar 4 stark. Ahnliches laBt 
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sich auch beim Uberimpfen von alten Mycelstiicken hemmstoffbildender 
Stémme beobachten, die eigenes, aus Sporen auswachsendes junges 
Mycel hemmen (Prennic, miindl. Mitteilung). Es scheint sich dabei um 
Autolyseprodukte zu handeln, die in dieser wirksamen Menge nur in 
kiinstlichen Medien auftreten diirften. 

Gegenseitige Hemmung von Scabies-Stammen in Mischkultur fand Krmsstine 
(1933). Locuunap u. LANDERKIN (1949) testeten Bodenstreptomyceten gegen einen 
pathogenen Scabies-Stamm. Vor Zugabe einer Soja-Griindiingung fanden sie von 
103 Stammen aus der Rhizosphire von Kartoffeln nur einen (1%) gegen Strept. 
scabies aktiv, danach dagegen von 90 Stiémmen 11 Antagonisten (12%). Gleich- 
zeitig war der Schorfbefall verringert, Strept. scabies durch die Antagonisten also 
zurickgedrangt. Diese 11 Staémme, gegeneinander getestet, ergaben ein ahnlich 
komplexes System von ,,Uberkreuz-Antagonismus“, wie eben beschrieben (zitiert 
nach THORNTON u. SKINNER 1953). 

Um zu priifen, ob sich Stamme aus gleichen Boden ebenso hiufig 
hemmen, wurden aus einem Trockenwaldboden (Standort 28) 9 Stamme 
gegen 6 von ihnen in der eben beschriebenen Weise getestet. 40 (74%) 
der Kombinationen ergaben eine Hemmung, davon 20 (37°) eine starke. 
Von den 6 gepriiften Stammen war nur einer vollig inaktiv. Ebenso 
wurden aus saurem Buchen-Tannenwaldboden (Standort 38) 10 Stamme 
gegen 4 getestet mit dem Ergebnis, daB in 28 Kombinationen (70%) 
Hemmungen stattfanden, davon 9 starke (22%). Es traten hier fast eben- 
so haufig Hemmungen auf wie bei den 40 ausgewahlten antagonistischen 
Stimmen, wovon die starken (in etwa 20 bis 40% der Falle) nicht ohne 
EinfluB auf das Zusammenleben im Boden sein dirften. 

Wenn auch der wechselseitige Antagonismus nicht einer Artabgren- 
zung dienen kann, so sind doch einzelne Stamme durch ihr Hemmungs- 
spektrum anderen gegentiber gut charakterisiert. Oft konnen Zweifel 
bestehen, ob bei noch so ahnlichen kulturellen Eigenschaften zwei aus 
dem gleichen Boden isolierte Stémme identisch sind. Stimmen sie in 
einem reich differenzierten Hemmungsspektrum gegen andere Stémme 
iiberein, kann man dies mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen. 


Abhingigkeit des Wachstums 
von der Wasserstoffionenkonzentration 


Bei Priifung der Frage, ob Stémme aus sauren Boden auch in Kultur 
auf stirker sauren Nahrmedien wachsen kénnen als andere Staémme, 
wurden 7 Stimme verschiedener Herkunft auf Glycerin-Glykokoll- 
Agarschragréhrchen mit von px-Wert 7,0 bis 4,8 abgestuften Phosphat- 
pufferzusiitzen Na,HPO, + KH,PO, geimpft?. 

Danach ergab sich, daB die Gruppenzugehorigkeit fiir die pa-Grenzen 
des Wachstums entscheidender war als die Herkunft aus neutralen oder 


1 Der pxu-Wert wurde an je einem Kontrollréhrchen nach dem Sterilisieren durch 
Auflegen von Lyphan-Indicatorpapier nachkontrolliert. 
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sauren Béden. Die Grenze fiir gutes Wachstum lag bei 6 Stémmen um 
pu 5,4. Bei je zwei Vertretern der Serien Alboflavus und Griseus aus neu- 
tralen und sauren Béden unterschied sich die Wachstumsgrenze nicht. 
Als einziger zeigte Stamm 38/5 (Serie Aureus, Gruppe VIIIf aus saurem 
Buchen-Tannenwaldboden) noch bei py 4,8 gutes Wachstum und Ver- 
sporung. In phosphatgepufferter Glycerin-Glykokoll-Nahrlosung (ab- 
gestuft von px 7,0—4,0) lag bei ihm das Optimum fiir Luftmycel- und 
Pigmentbildung nicht beim Neutralpunkt, sondern im Bereich von 
pu 5,9 bis 6,4. Bei py 7,0 wurde kein Luftmycel gebildet und bei px 6,8 
nur sehr wenige Lufthyphen. 


Zusammenfassung 


1. Keimung und Wachstum bei verminderter relativer Dampfspannung 
wurde bis zu 91,5°% beobachtet. Je nach Herkunft und Gruppenzuge-_ 
hérigkeit bestehen charakteristische Unterschiede. Weniger resistente 
Stiémme aus Waldboden sterben nach der Keimung ab. Allgemein findet 
starke Anschwellung und Verbreiterung der Hyphen statt. Eintrocknen 
des unversporten Mycels fiir eine Dauer von 14—19 Stunden wurde von 
einigen Stammen iiberlebt. 

2. Bei Einwirkung von einstiindiger trockner Hitze auf unversportes 
Mycel wurde je nach Herkunft unterschiedliche Resistenz beobachtet. 
Die Schidigungstemperatur lag zwischen 50° und 70°. Resistentere Teile 
tiberlebten jedoch bis zu 115°. 

3. Bei 25%, der Stamme fand Abbau von Oxalsiure unter schwachem 
Wachstum und Auflosung von Calciumoxalat auf Agarnahrboden statt. 
Zusatz von Hefekochsaft und Ammonsalz an Stelle von Nitrat forderten 
den Abbau in Lésung. 

4. Alle Stémme wuchsen auf einem Nihrboden mit kolloidalem 
Chitin als C- und N- Quelle. Dabei bildeten 70% der Stimme aus Kalk- 
béden und 39% der Stémme aus sauren Waldbéden eine deutliche Auf- 
lésungszone. Keratin wurde von keinem und Cellulose von der Halfte 
der Stimme angegriffen. 

5. Gegenseitiger Antagonismus der Stimme wurde beobachtet und 
untersucht. 

6. Die Wachstumsgrenze von Stiimmen verschiedener Herkunft auf 
sauren Naihrmedien wurde ermittelt. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus dem Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich) 


Zur Systematik der Actinomyceten* 
2. Uber Actinomycin bildende Streptomyceten ** 


Von 
R. CorBaZ, L. ETTLINGER, W. KELLER-SCHIERLEIN und H. ZAHNER 


(Eingegangen am 12. Oktober 1956) 


Bei der Sichtung einiger tausend in unserem Institut isolierter Actino- 
myceten haben wir bisher 29 aus verschiedenen Bodenproben hervor- 
gegangene Staémme gefunden, die Actinomycine produzieren. Wir haben 
versucht, diese Organismen, die alle der Gattung Streptomyces angehoren, 
durch Vergleich mit bekannten Arten in das System der Streptomyceten 
einzuordnen. Zugleich wurde gepriift, ob sich Parallelen ergeben von einer 
mikrobiologischen Klassifizierung der Stiimme zum Typus des gebildeten 
Actinomycins. 


Literaturiibersicht 


Da fiir eine historische Ubersicht auf WaAkKsMAN (1954) verwiesen 
werden kann, seien hier nur die in unserem Zusammenhang wichtigsten 
Angaben gemacht. 


Das erste Actinomycin (und damit zugleich das erste Antibioticum aus Actino- 
myceten) wurde 1940 von WaKSMAN u. WoopRuFF (1940a, b) entdeckt bei einem 
Organismus, den sie (1941) als neue Art Actinomyces antibioticus beschrieben. Da es 
zunachst schien, als erzeuge diese Kultur zwei Antibiotica, ein in Petrolather unlés- 
liches und ein losliches, unterschieden sie Actinomycin A und Actinomycin B. 
Actinomycin A wurde von WaksMAN u. TISHLER (1942) auf kristallinen Zustand 
gereinigt und chemisch charakterisiert. Als sich spater herausstellte, da Actino- 
mycin B seine antibiotische Aktivitét Spuren von Actinomycin A verdankte 
(WAKSMAN u. a., 1946), wurde die Bezeichnung Actinomycin B aufgegeben und fiir 
Actinomycin A der Name Actinomycin eingesetzt. 


Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici ist unter 
anderem durch Chromogenitat charakterisiert. Man nennt Actinomyceten chromo- 
gen, wenn sie beim Wachstum auf peptonhaltigen Medien eine dunkelbraune bis 
schwarze, melaninartige Verfirbung des Substrats hervorrufen. WrELscu (1946a, b, 
1947) wies als erster darauf hin, da auch nichtchromogene Streptomyceten 
Actinomycin erzeugen kénnen, und da diese Fahigkeit somit nicht auf die Art 
Str. antibioticus beschrankt sei. Ihm folgten ahnliche Beobachtungen (WakKSMAN 
u. a., 1946, TRUSSELL u. RICHARDSON, 1948), bei denen die Artzugehérigkeit offen- 
gelassen wurde, wahrend UMEzAwa u. a. (1947, 1948, 1951) ihre Actinomycinbildner 
als Str. flavus und Str. flaveolus, KocHoLATY u. a. (1948) als Str. parvus, PRIDHAM u. 


* |. Mitteilung: Arch. Mikrobiol. 25, 325 (1957). 
** In stark gekiirzter Form vorgetragen am 1° Symposium Europeo sulla 
Biochimica degli Antibiotici, Mailand, 10.—13. 9. 1956 (siehe ErrLrnGEr u. a., 1956). 
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GOTTLIEB (1948) als Str. flavovirens und Kurosawa (1951) als Str. flaveolus be- 
stimmten. Nach FISHER u. a. (1951) soll auch eine Micromonospora species cf. globosa 
zur Actinomycinbildung befahigt sein. 

Um die Frage nach der Identitat dieser von anderen Stammen und Arten 
erzeugten Actinomycine mit dem urspriinglichen aus Str. antibioticus nicht zu pra- 
judizieren, wurden verschiedene Indices eingefiihrt. So nennen japanische Forscher 
(Hirata u. NAKANISHI, 1948, 1949; Nisurport, 1956; Nrrra u.a., 1955) ihre Actino- 
mycine Actinomycin J, und Topp u. Mitarb. (DaLeriesH u. Topp, 1949a, iD, 
DALGLIESH u. a., 1950; JOHNSON u.a., 1951) bezeichnen ein von Leur u. BERGER 
(1945) isoliertes Actinomycin als Actinomycin B!. DaB es tatsachlich verschie- 
dene Actinomycine gibt, wurde erstmals von BROCKMANN u. GRUBHOFER (1949, 
1950) bewiesen durch die Feststellung, daB ein aus Str. chrysomallus Lindenbein 
(LINDENBEIN, 1952) isoliertes Actinomycin C zusatzlich zu den in Actinomycin A2 
und Actinomycin B vorkommenden 5 Aminosiuren (DALGLIESH u. a., 1950) noch 
Isoleucin enthalt. Von der gleichen Arbeitsgruppe wurden spater noch Actino- 
mycin X (BROCKMANN u. PFrEenniG, 1952; BRocKMANN, LINGE u. GRONE, 1953) und 
Actinomycin I (BRocKMANN, BOHNSACK u. GRONE, 1953) beschrieben. 

Die Frage, wie sich die einzelnen Actinomycine voneinander unter- 
scheiden, konnte erst beantwortet werden, nachdem BrRockMANN u. 
Mitarb. (vgl. Brockmann, 1954) in ihren grundlegenden Arbeiten nach- 
gewiesen hatten, daB alle bisher isolierten kristallinen Actinomycine, die 
man nach klassischen Kriterien als einheitliche Verbindungen ansehen 
konnte, in Wirklichkeit Gemische nahe verwandter Stoffe darstellten. 
Mit Hilfe von Craic-Verteilung oder Papierchromatographie lassen sich 
diese Actinomycinkomplexe in mehrere (bis zu 7) Einzelkomponenten, 
die reinen Actinomycine, zerlegen. Es wurden mindestens 15 von- 
einander abweichende reine Actinomycine nachgewiesen (vgl. Broox- 
MANN u. VOHWINKEL, 1956), die, soweit untersucht, alle einen identischen 
chinoiden Teil (BRocKMANN u. Mux¥FELpD, 1956a, b), aber mit ihm ver- 
kniipft einen unterschiedlich zusammengesetzten Peptidteil enthalten. 

Trotz dieser groBen Zahl von Einzelkomponenten lieBen sich die 
Actinomycinkomplexe aller im Brockmannschen Institut isolierten 
Actinomycinbildner drei wohldefinierten Typen zuordnen, den Actino- 
mycinen C, I und X. Sie sind charakterisiert durch 1 oder 2 Haupt- 
komponenten und eine Anzahl zum Teil ebenfalls typischer Neben- 
komponenten (vgl. BrockMANN u. GRONE, 1954b). Es wurde auch ver- 
sucht, mit Hilfe authentischer Proben die Actinomycine A (WAKsMaAN) 
u. B(Topp) in dieses System einzuordnen (BRocKMANN, 1954; BROCKMANN 
u. Gronz, 1954a). Eine Probe Actinomycin A erwies sich als identisch 
mit Actinomycin I und eine Probe Actinomycin B mit Actinomycin 
X. Damit schien auch zum erstenmal die Verschiedenheit von Actinomycin 


A und Actinomycin B demonstriert. 


1 Nicht zu verwechseln mit dem Actinomycin B von WaxKsMAN u. WooDRUEFF 


(1940a). 
2 Bine nahere Bezeichnung fiir das urspriingliche Actinomycin von WAKSMAN u. 


Wooprurr (1940) wurde nun wieder notwendig. 
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Dennoch wiire es verfehlt, nun aus berechtigten Prioritatsgriinden die 
Terminologie Actinomycin I, X u. C in Actinomycin A, B u. C. 
umzuindern. Wir glauben nimlich, da die Gleichsetzung von Actino- 
mycin A und I zu MiBverstandnissen AnlaB gegeben hat und revisions- 
bediirftig ist. Zunaichst einmal produzierten 2 authentische Staémme 
Str. antibioticus, darunter der Originalstamm Nr. 3435, bei uns nicht 
Actinomycin I, sondern Actinomycin X. Sodann berichten VINING u. 
WaksMAN (1954), da die an Prof. BkockMANN gesandte Probe nicht 
aus dem Originalstamm gewonnen war, sondern aus einer 1944 isolierten 
Kultur Nr. 3436. SchlieBlich zeigen alle aus dem Waxksmanschen Institut 
verdffentlichten papierchromatographischen Daten (MANAKER U. a., 
1955; Grecory u.a., 1955; Vinia u.a., 1955; Roussos u. VINING, 
1956), da&B auch diese Kultur Nr. 3436 nicht, wie angenommen, Actino- 
mycin I, sondern Actinomycin X erzeugte. Dafiir spricht vor allem das 
Hervortreten einer Komponente mit Rp 1,80, die dem Actinomycin X, 
entspricht, und die beim Actinomycinkomplex I nicht in Erscheinung 
tritt. Sie wurde offenbar irrtiimlich gleichgesetzt mit der beim Actino- 
mycinkomplex I gelegentlich in geringer Menge auftretenden Kompo- 
nente Actinomycin I,. Die Actinomycine I, und X, unterscheiden sich 
aber deutlich im papierchromatographischen Verhalten, wie z. B. 
Tab. 1 (s. 8.198) zeigt. Der Unterschied zwischen den Actinomycin- 
komplexen X und I ist also nicht nur ein quantitativer, wie die ge- 
nannten Autoren (vgl. insbesondere Roussos u. VINING, 1956) annehmen, 
bedingt durch das stirkere oder schwichere Hervortreten der Kom- 
ponente X,, sondern ein qualitativer. Die Versuche von Goss u. a. (1956) 
besagen somit auch nicht, daB der Actinomycintyp einer Kultur im 
Laufe der Inkubation von X nach I hiniiberwechseln kann, sondern nur, 
dafS der relative Anteil der Einzelkomponenten von Actinomycin X 
sich wahrend der Inkubationszeit quantitativ andert. Dies stimmt mit 
entsprechenden Beobachtungen von Martin u. Pampus (1956) iiberein. 
Als ein weiterer Vertreter von Actinomycin I wird bei den genannten 
Autoren neben Nr. 3436 noch der NRRL-Stamm Str. parvus Nr. 3686 — 
angefiihrt. Auch hier sprechen die papierchromatographischen Daten 
(GREGORY u.a., 1955; Vintna u.a., 1955) unserer Meinung nach fir 
Zugehorigkeit zum Typ X, und in der Tat produzierte dieser Stamm 
bei uns Actinomycin X. 

Das von VINING u. WAKSMAN (1954) sowie MANAKER u. a. (1955) 
beschriebene Actinomycin D aus Streptomyces parvulus Waksman et 
Gregory (WAKSMAN u. GREGORY, 1954) halten wir hingegen fiir synonym 
zu Actinomycin I. Der Umstand, daB in dem dort gepriiften Priparat 
die Nebenkomponenten fast nicht in Erscheinung traten, berechtigt 
unseres Erachtens nicht zur Aufstellung eines neuen Typus. Die bei uns 
aus dem Originalstamm Str. parvulus gewonnenen Praparate stimmten 
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in Haupt- und Nebenkomponenten gut mit BrockmMannschem Actino- 
mycin I tiberein. 


Zusammenfassend sei gesagt, dab wir die Actinomycine A, B u. X, 
sowie die Actinomycine D u. I fiir untereinander identisch ansehen, und 
dap wir, ungeachtet der Prioritiét von A und B, aus Griinden der Ein- 
deutigkeit an der BRockmMannschen Hinteilung X, I u. O festhalten. 


Uber die Konstanz des von einem Organismus gebildeten Actino- 
mycintyps wurden aufer den bereits erwihnten Arbeiten von Martin 
u. Pampvs (1956) sowie Goss u. a. (1956) Versuche von BROCKMANN u. 
P¥rEennic (1953) angestellt. Danach riihrt die Heterogenitit des Actino- 
mycinkomplexes, seine Zusammensetzung aus Einzelkomponenten, nicht 
von einer genetischen Heterogenitat des Mikroorganismus her. Auch bei 

-mehrfach hintereinandergeschalteten Einspor-Isolierungen, die zu mor- 
-phologisch stark abweichenden Tochterstammen fiithren konnen, bleibt 
der urspriingliche Actinomycintyp, selbst tiber mehrere Jahre hinweg, 
erhalten. Anderungen der Ernaihrung scheinen von geringem Kinflu8. 
Immerhin gelang es Scumrpt-KastNER u. BOHNE (1954) sowie ScHMIDT- 
KAstTNER (1956), durch starke einseitige Ernihrung mit gewissen Amino- 
siuren wesentliche Anderungen im Actinomycintyp herbeizufiihren, wo- 
bei nicht nur das quantitative Verhiltnis von Haupt- und Neben- 
komponenten veraindert, sondern auch qualitativ neue Actinomycin- 
komponenten geschaffen werden konnten. Da neben diesen aber die 
alten, fiir den betreffenden Stamm charakteristischen Komponenten 
immer noch mit auftraten, ist ihre Konstanz doch wohl sehr betrachtlich. 


Die Frage, ob bei der offenbar beschrankten Zahl von Actinomycin- 
typen und ihrer Konstanz eine Gruppierung der Stamme nach dem 
Actinomycintyp auch einer Einteilung nach taxonomischen Gesichts- 
punkten entsprechen wiirde, 1a8t sich an Hand der Literatur noch nicht 
entscheiden. WaksMAN u. Grecory (1954) fiihren, gestiitzt auf 
15 Stamme, eine taxonomische Einteilung in 3 Gruppen durch, geben 
aber nur fiir einige wenige Stamme den Actinomycintyp an. Diese Drei- 
teilung stellt vor allem auf die Merkmale melanoides Pigment und 
Bildung von Spiralen ab. Die beiden Hauptgruppen sind I. chromogen: 
Gruppe Str. antibioticus; Typusart Str. antibioticus. IT. nicht chromogen: 
Gruppe Str. flavus-parvus. Gruppe Il wird unterteilt in Ha: Spiralen 
fehlen; Untergruppe Str. flavus; Typusart Str. chrysomallus, ILb: mit 
Spiralen; Untergruppe Str. parvus; Typusart Str. parvulus. 

BROCKMANN u. GRONE (1954) gruppieren 21 eigene Isolierungen in 
11 C-, 8 X- und 2 I-Produzenten, die sich auch mikrobiologisch von- 
einander unterscheiden sollen. Die hiertiber angekiindigte Publikation 
ist noch nicht erschienen. 10 der erwaihnten Stiimme sind bei PrENNIG 
(1953) niiher beschrieben. Er teilt sie in drei Gruppen ein: 1.5 zuStr. chryso- 
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mallus gehérende C-Produzenten. II. 3 C-Produzenten, die von Str. chryso- 
mallus physiologisch etwas abweichen. III. 2 von den bisher genannten 
deutlich verschiedene X-Produzenten (I-Produzenten sind in dieser 
Arbeit noch nicht beriicksichtigt). Bei Martin u. Pampvs (1956) ist die 
Zahl der Actinomycin bildenden Isolierungen im Brockmannschen 
Institut auf 29 angestiegen, darunter 15 X-Produzenten. Diese letzteren 
werden in Zusammenarbeit mit H. Kurzner beschrieben und in 
3 Gruppen eingeteilt. Von den dort aufgefiihrten Merkmalen méchten 
wir die folgenden besonders hervorheben: Gruppe I chromogen, Luft- 
mycel grinlichgelb; Gruppe II chromogen, Luftmycel mausgrau; 
Gruppe III nicht chromogen, Luftmycel grauviolett, zahlreiche Spiralen. 
Erwahnt wird noch, daB die Actinomycin I-Produzenten der Gruppe I 
nahestehen und chromogen seien, alleC-Produzenten dagegen achromogen. 


Il. Herkunft der untersuchten Stimme 


a) Actinomycin bildende Vergleichsstamme 


Str. antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici ATCC! 8663 
(= RIMCC 3435 = ETH 13353), Originalstamm von Prof. WAKSMAN?. 

Str. antibioticus ATOC 10328 (= NRRL B-546 = ETH 13354), ein Stamm von 
Dr. Rarer, NRRL. 

Str. chrysomallus Lindenbein ATCC 11523 (= NRRL 2250 = RIMCC 3657 = 
ETH 12398), Originalstamm von Prof. LINDENBEIN. 

Str. parvulus Waksman et Gregory ATCC 12430 (= RIMCC 3677 = ETH 
12648), Originalstamm von Prof. WAKSMAN. 

Str. parvus (Kraisnky) Waksman et Henrici ATCC 12429 (= RIMCC 3686 = 
ETH 12647), Stamm von Dr. Benepicr, NRRL. 


b) Vergleichsstimme, die kein Actinomycin lieferten 


Str. flaveolus (Waksman) Waksman et Henrici ATCC 3319 (= ETH 12399), ein 
von Prof. WaksmMAn 1945 in der A7'CC deponierter Stamm, wahrscheinlich der 
Originalstamm. 

Str. flavovirens (Waksman) Waksman et Henrici CBS (= ETH 10248), ein von 
Prof. WaksMaANn im CBS deponierter Stamm. 

Str. flavus (Krainsky) Waksman et Henrici ATCC 3369 (= ETH 13077), ein von 
Prof. WaksMAN 1944 in der A7'CC deponierter Stamm, vermutlich RIMCC 3321. 


c) Kigene Isolierungen, die Actinomycin produzieren 
ETH 5964 aus Erdprobe Garten der E.T.H., Ziirich, 7. 5. 1950. 
ETH 6078 aus Erdprobe Garten Zollikon-Ziirich, 21. 5. 1950. 
ETH 6240 aus Erdprobe Ziircher Zoo, 16. 5. 1950. 


1 ATCC = American Type Culture Collection, Washington. CBS = Centraal- 
bureau voor Schimmelcultures, Baarn. HTH = Institut f. spez. Botanik an der 
Kidg. Technischen Hochschule, Ziirich. NOTC = National Collection of Type 
Cultures, London. N RRL = Northern Regional Research Laboratories, Peoria, Ill. 
RIMCC = Rutgers Institute of Microbiology Culture Collection, New Brunswick N.J. 

2 Der gleiche Stamm, erhalten durch das CBS (= ETH 13491 ), sowie vermutlich 
der gleiche Stamm aus der NCTC, erhalten durch das OBS (= ETH 9875), waren 
bei uns inaktiv. 
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ETH 6451 aus Erdprobe von Pianezza, Kanton Tessin, 16. 8. 1950. 

ETH 6535 aus Erdprobe von Pungo Adongo, Angola, 29. 7. 1950. 

ETH 6575 aus zweiter Erdprobe von Pungo Adongo. 

ETH 6635 aus dritter Erdprobe (Felsen) von Pungo Adongo. 

HTH 6666 aus vierter Erdprobe (Fazenda Hollanda) von Pungo Adongo. 

ETH 6735 aus finfter Erdprobe (Silberflu8) von Pungo Adongo. 

ETH 6799 aus sechster Erdprobe (Pedras Negras) von Pungo Adongo. 

HTH 7733 aus Erdprobe von Cap @’ Agde, Frankreich, 2. 7. 1952. 

HTH 7740 aus Erdprobe von der groBen Scheidegg, Kanton Bern, 23. 5. 1952. 

ETH 7838 aus Erdprobe von Bergiin, Kanton Graubiinden, 13. 7. 1952. 

ETH 8308 aus Erdprobe von Horgen, Kanton Zitrich, 21. 4. 1953. 

ETH 8383 aus Erdprobe von Davos, Kanton Graubiinden, 30. 6. 1953. 

ETH 8819 aus Erdprobe vom Sihlsee b. EHinsiedeln, Kanton Schwyz, 8. 11. 1953. 

ETH 8876 aus Erdprobe vom Englischen Garten, Miinchen, 20. 10. 1953. 

ETH 9001 aus Erdprobe vom Wilderness Park, Michigan, USA., 2. 8. 1953. 

ETH 96560 aus Erdprobe von Kloten, Kanton Ziirich, 26. 6. 1954. 

ETH 9631 aus Erdprobe vom Ofenpa8, Kanton Graubiinden, 11. 9. 1954. 

ETH 10581 aus Erdprobe Wald Ziirich-Affoltern, 9. 5. 1955. 

ETH 10756 aus Erdprobe von einem Blumentopf, Kronberg b. Frankfurt a. M., 
17. 5. 1955. 

ETH 10995 aus Erdprobe vom Heidelberger SchloB, 18. 5. 1955. 

ETH 11392 aus Erdprobe von Heiden, Kanton Appenzell, 21. 4. 1955. 

ETH 11945 aus Erdprobe von Silvaplana, Kanton Graubiinden, 10. 9. 1955. 

ETH 12441 aus Erdprobe von Porto Cristo, Mallorca, 21. 4. 1955. 

ETH 12690 aus Erdprobe von Luluabourg, Belg. Kongo, 14. 11. 1955. 

ETH 12710 aus Erdprobe von Bac de Luanza, Province de Kasai, Belg. Kongo, 
Use 1955: 

ETH 12758 aus Erdprobe vom Ziirichberg, 12. 1. 1956. 


Ill. Gewinnung und Charakterisierung der Actinomycine 


a) Ziichtung und Extraktion 


Alle Stimme wurden in Schiittelkolben bei 27° C auf folgender Nahrlésung ge- 
ziichtet: 3g OXO Lab Lemco Fleischextrakt; 5 g Pepton; 10g Rohglucose; 5 g 
Natriumchlorid; 10 g Calciumcarbonat; 11 Leitungswasser; pa vor dem Steri- 
lisieren 7,5. Nach 2—3 Tagen Inkubation wurden die ganzen Kulturen zweimal 
mit gleichem Volumen Athylacetat ausgeschiittelt. 

Vergleichsstamme, die auf diese Art kein Actinomycin lieferten (Str. flaveolus, 
Str. flavovirens und Str. flavus) wurden — wiederum erfolglos — noch auf min- 
destens 2 weiteren Nahrlésungen geziichtet. 


b) Reinigung und Identifizierung der Actinomycine 


Die Rohextrakte wurden an der 30—100fachen Menge Aluminiumoxyd (Aktivi- 
tat III nach BrockMANN) chromatographiert. Die mit Chloroform-Methylalkohol 
99:1 eluierbaren Actinomycin-Fraktionen wurden direkt papierchromatographisch 
untersucht. Als sehr gut geeignet erwies sich das von BROCKMANN u. GRONE (1954b) 
vorgeschlagene Losungsmittelgemisch. 

Das Filterpapier (Whatman Nr. 1) wurde mit einer 10% igen waBrigen Lésung 
von Natrium-m-Kresotinat getrankt und zwischen Filterpapier abgepreBt. Die 
Chromatogramme wurden nach der Rundfiltermethode mit einem Gemisch aus 
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3 Volumenteilen n-Butylacetat und 1 Volumenteil Di-n-butylather entwickelt. 
Zum Vergleich wurde auf jedem Blatt eine Probe eines von Prof. BRocKMANN? 
gepriiften kristallinen Praparats Actinomycin C mit chromatographiert. 


c) Ergebnis 
Alle von uns gepriiften Actinomycine lieBen sich in die BRoCKMANN- 
schen Gruppen Actinomycin C, I und X einreihen. Sie gaben im Papier- 
chromatogramm (BROCKMANN u. GRONE, 1954b) die in Tab. 1 zusammen- 
gestellten Re,-Werte. 


Tabelle 1. Re,-Werte der Actinomycine (Hauptkomponenten Kursiv) 


Cy 1:7 Wines Ce Ra eae Cs 

Actinomycin®. .. . 

0,15? | 0,63 1,00 1,63 

| loa | ii id | Ts 

ActinomycinI. . .. | 

0,18 0,41 0,65 | 1,002 

AR Ag és Xu tea neal 
Actinomiyein X... . cs — 

0,20 | 0,63 did WR: 


Actinomycin C produzierten Str. chrysomallus ATCC 11523, sowie 
folgende 17 eigene Isolierungen: ET'H 5964, 6240, 7733, 7740, 7838, 8308, 
§3838, 8819, 8876, 9560, 9631, 10581, 10995, 11392, 11945, 12441 u. 
12758. 


Actinomycin I produzierten Str. parvulus ATCC 12430, sowie 
folgende 6 eigene Isolierungen: ET'H 6535, 6575, 6635, 6666, 6735 u. 
67994. 

Actinomycin X produzierten Str. antibioticus ATCC 8663, Str. anti- 
hioticus ATCC 10382, Str. parvus ATCC 12429, sowie folgende 6 eigene 
Isolierungen: HT'H 6078, 6451, 9001, 10756, 12690 a. 12710. 


1 Herrn Prof. H. BRocKMANN méchten wir auch an dieser Stelle herzlich danken 
fiir die Ausfiihrung eines direkten Vergleichs unseres Actinomycin C-Standard- 
praparats mit seinen Actinomycinen sowie fiir die Uberlassung eines Vergleichs- 
Papierchromatogramms mit authentischen Actinomycinen C, I u. X. 

2 Diese Komponente fehlt oft ganz. 


3 Bei BROCKMANN u. GRONE (1954b) ist in der Tabelle auf S. 1046 fiir Actino- 
‘mycin X, der Wert 0,98 angegeben. Andererseits laBt aber Abb. 6 rechts auf S. 1045 
deutlich erkennen, daB Actinomycin X, weiter wandert als Actinomycin ©,. Das 
gleiche war auch auf dem uns von Prof. BRoCKMANN iiberlassenen Vergleichs- 
Papierchromatogramm ersichtlich. 
4 Ks sei bemerkt, dafS unsere 6 I-Produzenten zwar aus verschiedenen Erd- 
proben stammen, daf diese aber in der gleichen Gegend im Verlauf weniger Tage 
von P.-D. Dr. H. Hess in Angola gesammelt wurden. 
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IV. Mikrobiologische Klassifizierung der Actinomyeinbildner 


a) Diskussion der zur Artentrennung geeigneten Merkmale 


Alle Stémme wurde auf den iiblichen diagnostischen Nahrmedien ge- 
ziuchtet. Wir beschranken uns auf eine Diskussion solcher Merkmale, die 
entweder bereits zur Trennung der behandelten Arten herangezogen 
wurden oder dafiir geeignet erscheinen. Es sind dies neben den von 
WaAKSMAN u. GREGORY (1954) beniitzten Kriterien melanoides Pig- 
ment und Spiralenbildung noch die folgenden: elektronenmikro- 
skopische Morphologie der Sporen, C-Quellenspektrum und 
Farbe des Luftmycels. Das sonst systematisch wichtige Pigment 
verhilft hier zu keiner Differenzierung, da alle Actinomycinbildner gleich 
gefarbte gelbrote Pigmente (Actinomycine) aufweisen. 


1. Melaninartiges Pigment 


Uber den systematischen Wert der Eigenschaft ,,chromogen“, die von 
einigen Autoren mit Tyrosinasewirkung gleichgesetzt wird, ist gegen- 
wartig wohl noch kein abschlieBendes Urteil moglich. Es sei daran 
erinnert, daB dieses Merkmal (zusammen mit Gelatineverfliissigung) im 
Bestimmungsschliissel von WAKSMAN u. CurTIS (1916) den ersten Rang 
einnahm. Im Bestimmungsschliissel von WaKsMAN (1919) wurde es dann 
allerdings mit anderen, nicht melaninartigen léslichen Pigmenten auf eine 
Stufe gestellt. 

Zur Priifung auf melanoides Pigment wurden verschiedene in der Literatur vor- 
geschlagene Medien ausprobiert. Die eindeutigsten Resultate erhielten wir mit 
Stichkulturen auf folgendem Gelatinenihrboden (LINDENBEIN, 1952): Pepton 
0,5%; Glucose 2%; Gelatine 15%; Inkubation mindestens 12 Tage bei 18°C. 
(Selbstverstindlich mu8 man gut unterscheiden zwischen ,,Melanin“ und der meist 
gelbroten, bei besonders starken Produzenten aber fast rotbraunen Verfarbung 
durch Actinomycin.) 

Von den Vergleichskulturen waren alle Staémme Str. antibioticus 
chromogen; die Vertreter aller anderen Arten waren nichtchromogen. 
Von den eigenen Isolierungen waren chromogen: #7'H 6078, 6451, 9001 
u. 10756; alle anderen waren nichtchromogen. Alle chromogenen Stémme 
produzierten Actinomycin X. 


2. Spiralen 


Die Beobachtung von WAKSMAN u. GREGORY (1954), daB Str. parvulus 
reichlich Spiralen bildet, Str. antibioticus, Str. chrysomallus, Str. flavus und 
der NRRL-Stamm Str. parvus dagegen nicht oder nur ausnahmsweise, 
kénnen wir bestatigen. Typische Spiralenbildung wie Str. parvulus zeigte 
von unseren Isolierungen einzig Stamm HTH 6666; bei allen anderen 
gepriften Stammen waren gerade Hyphen oder Ubergangsformen wie 
Krauselung oder Bildung weiter, offener Spiralen zu vermerken. 
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3. Morphologie der Sporen 


Das elektronenmikroskopische Bild der Sporen liefert gute Merkmale, 
wenn die Sporen mit Anhangseln wie Stacheln, Haaren usw. versehen 
sind; beim Vergleich von Arten mit glatten Sporen dagegen erscheinen 
uns Unterschiede in Form und GréBe der Sporen zu variabel, als daB sie 
Kriterien fiir eine Unterscheidung abgeben kénnten. 

Von eigenen Isolierungen wurden 7 gepriift, und zwar die Stamme 
ETH 6078, 6451, 6535, 7740, 9001, 10756 u. 10995; alle besaBen glatte 
Sporen. Glatte Sporen zeigten folgende Vergleichskulturen: Str. anti- 
bioticus, Str. chrysomallus, Str. flavus, Str. parvus und Str. parvulus. 

Die einzige elektronenmikroskopisch deutlich unterschiedene Art war 
Str. flaveolus; hier konnten wir mit dem Stamm A7T'CC 3319 die Beob- 
achtung von VERNON (1955) bestiitigen, daB die Sporen mit langen, 
flexiblen, haarartigen Fortsitzen versehen sind. Diese Kultur bildete ein 
starkes gelbes Pigment, war aber antibiotisch inaktiv und diirfte somit 
weder physiologisch noch morphologisch in den Kreis der Actinomycin- 
produzenten gehoéren. Dasie andrerseits vermutlich die Originalkultur dar- 
stellt, sollten Actinomycinbildner nur dann als Str. flaveolus bestimmt 
werden, wenn sie auch gleiche Sporenmerkmale aufweisen wie diese Kultur. 


4. C-Quellenspektrum 


Ein wichtiges Hilfsmittel zur Klassifizierung von Streptomyceten stellt 
seit der grundlegenden Arbeit von PRipHAM u. GoTTLIEB (1948) die 
Bestimmung ihres C- Quellenspektrums dar. Darunter versteht man ihr 
Vermoégen oder Unvermégen, eine Reihe von Kohlenstoffquellen unter 
genau definierten Versuchsbedingungen zu ihrem Wachstum zu beniitzen. 

In Tab. 2 sind die nach der Methode von PRipHAM u. GoTTLrEB (1948) 
bestimmten C-Quellenspektren von Vergleichsstimmen und eigenen 
Actinomycinbildnern sowie hierhergehérige, mit der gleichen Methode 
gewonnene Angaben aus der Literatur zusammengestellt. 

Wie an anderer Stelle ausgefiihrt werden soll (ZAHNER u. ErTLINGER, 
1957) halten wir, in Ubereinstimmung mit anderen Autoren (vgl. u.a. 
PRIDHAM u. GorrLieB, 1948; Kurosawa, 1951; BuRKHOLDER, 1954) 
nicht alle in der Tabelle enthaltenen 15 Kohlenstoffquellen fiir gleich 
geeignet zur Auftrennung von Streptomyces-Arten oder -Artgruppen, 
sondern wir schreiben ihnen verschiedenen systematischen Wert zu. 
Unterschiede bei den folgenden 6, etwa nach absteigendem Differenzie- 
rungsvermogen aufgezihlten C-Quellen betrachten wir als wesentlich: 
Raffinose und Rhamnose, Xylose und Fructose, Arabinose und Mannit. 
Die anderen C-Quellen (vielleicht noch mit Ausnahme von Salicin) 
ergeben entweder keine Differenzierung, oder ihre Bestimmung ist mit so 
groBen Unsicherheiten belastet, da&B man Differenzen ruhig vernach- 
lassigen darf. 
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Nach diesen Gesichtspunkten gehéren die Unterschiede bei Maltose, 
Lactose und Mesoinosit, wie sie Tab. 2 zwischen der Bestimmung durch 
BURKHOLDER u. a. (1954) an Str. antibioticus NRRL B-546 und unserer 
eigenen am gleichen Stamm aufzeigt, in den Schwankungsbereich dieser 
Zucker. Nicht zu vernachlassigen ist dagegen der Unterschied bei 
Raffinose zwischen dem wohl als Originalstamm zu betrachtenden 
Str. flaveolus ATCC 3319 und dem von Kurosawa (1951) zu dieser Art 
gestellten Actinomycinbildner Nr. 621. Andrerseits herrscht auffallende 
Ubereinstimmung im C-Quellenspektrum zwischen diesem Stamm 621 
und dem von PrRrpHAM u. GOTTLIEB (1948) als Str. flavovirens bestimmten 
Actinomycinbildner 83 D von H. W. ANDERSON. 

Unter Beriicksichtigung der 6 genannten Kohlenstoffquellen lassen 
sich die in Tab. 2 aufgefiihrten Organismen in folgende 3 Gruppen ein- 
ordnen: 

C- Quellengruppe I, alle 6 positiv, weist die beiden soeben be- 
sprochenen Actinomycinbildner 83 D von PRipHAM u. GOTTLIEB (1948) 
und 621 von Kurosawa (1951) auf. Uber den Actinomycintyp dieser 
beiden Staémme sind uns keine Angaben bekannt. Wir selbst haben bisher 
keinen actinomycinbildenden Vertreter aus dieser C-Quellengruppe 
angetroffen. 

C-Quellengruppe II, Raffinose negativ, die anderen 5 positiv, 
umfaBt an Actinomycinbildnern die Vergleichsstéimme Str. antibioticus 
(2 Literaturangaben und 2 eigene Bestimmungen), Str. chrysomallus, 
Str. parvulus und Str. parvus sowie mit einer einzigen Ausnahme alle 
gepriiften eigenen Isolierungen. In dieser Gruppe sind Produzenten aller 
3 Actinomycintypen (C, I u. X) vertreten. Hierher gehért ferner der 
inaktive Vergleichsstamm Str. flaveolus mit den haarigen Sporen, der 
sich somit auch im C- Quellenspektrum wesentlich von dem Actinomycin- 
bildner von Kurosawa (1951) unterscheidet. 

C-Quellengruppe III, Raffinose und Rhamnose negativ, die 
anderen 4 positiv, enthilt als einzigen Vertreter den X-Produzenten 
ETH 9001. Dieser Stamm stellt auch in anderer Hinsicht einen Sonderfall 
dar (siehe 8. 204). 


5. Farbe des Luftmycels 


Die Farbe des Luftmycels, von manchen Autoren auch Sporenfarbe 
genannt, hat schon in der ilteren Literatur Beriicksichtigung gefunden 
(z. B. Kratnsky, 1914). Auf ihren systematischen Wert haben in neuerer 
Zeit namentlich BaLpacct u. a. (1953), BURKHOLDER u. a. (1954) und 
HESSELTINE u. a. (1954) hingewiesen. Wir sind auf Grund mehrijihriger 
Beobachtung zahlreicher Streptomyceten zu der Uberzeugung gelangt, 
daB die Luftmycelfarbe eines der charakteristischsten und konstantesten 
Merkmale dieser Organismen darstellt. 
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Thre Beurteilung nach Literaturbeschreibungen wird durch drei Umstande er- 
schwert. Erstens ist das Luftmycel junger Kulturen fast immer weif, durchlauft 
eventuell noch gewisse Zwischenstadien und entwickelt erst nach lingerer Zeit, oft 
_ 2 Wochen oder mehr, seine typische Farbe. Es ist daher unerlaBlich, fiir die Be- 
schreibung voll entwickelte Kulturen heranzuziehen. Zweitens kann eine starke 
Farbung von Substratmycel und Substrat die Erkennung der eigentlichen Luft- 
mycelfarbe erschweren. In solchen Fallen mu8 man fiir ihre Beschreibung auf 
diagnostische Medien abstellen, die die léslichen Pigmente weniger begiinstigen. 
Drittens sind die unter den Streptomyceten am haufigsten vertretenen Luftmycel- 
farben gewisse Abschattierungen von grau, die es zu unterscheiden gilt. Die in der 
Literatur verbreitete Angabe ,,grau“‘ ist daher zu undifferenziert. 


Wir unterscheiden bei den hier zu besprechenden Stéammen 2 Gruppen 
grauen Luftmycels. Bei der einen Gruppe ist die Farbe anfanglich weiB, 
wird dann weibgelb, cremefarben, beige, manchmal sogar leicht rosa, und 
ist schlieBlich in der typischen Ausbildung griinlichgrau (lateinisch 
griseus). Wir nennen das Luftmycel dieser Gruppe ,,griseus‘‘. Sie ist in 
unserer Kultursammlung die weitaus zahlreichste. Ein typischer Ver- 
treter ist Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman et Henrici. 

Die andere Gruppe ist anfanglich wei8, dann weiBgrau, schlieBlich 
aschgrau (lateinisch cinereus). Wir nennen das Luftmycel dieser Gruppe 
cinereus. Kin typischer Vertreter ist Streptomyces antibioticus (Waks- 
man et Woodruff) Waksman et Henrici. 

Griingraues Luftmycel besitzen die Vergleichskulturen Str. chryso- 
mallus, Str. flavovirens und Str. parvus, sowie 23 unserer Isolierungen, 
namlich ETH 5964, 6240, 6535, 6575, 6635, 6735, 6799, 7733, 7740, 7838, 
8308, 8383, 8819, 8876, 9001, 9560, 9631, 10581, 10995, 11392, 11945, 
12441 u. 12758. 

Aschgraues Luftmycel besitzen die Vergleichskulturen Str. antibioticus, 
Str. flaveolus, Str. parvulus und — iiberraschenderweise — die von 
Prof. WAKSMAN stammende Kultur Str. flavus ATCC 3369. Nach den 
Diagnosen (z. B. WAKSMAN u. CurTIS, 1916; WAKSMAN u. LECHEVALIER, 
1953) hatten wir hier Luftmycel griseus erwartet. Da wir vom syste- 
matischen Wert dieses Merkmals tiberzeugt sind, und kein Grund vor- 
liegt, an der Authentizitat der untersuchten Kultur zu zweifeln, konnen 
wir der von WAKSMAN u. GREGORY (1954) vorgeschlagenen Zuordnung 
von Str. chrysomallus und Str. parvus (mit Luftmycel griseus) zu Str. flavus 
(mit Luftmycel cinereus) nicht beistimmen. Von eigenen Isolierungen ge- 
héren 6 dieser Gruppe an, nimlich H7'H 6078, 6451, 6666, 10756, 12690 
u. 12710. 

Es sei bemerkt, da8 alle untersuchten Produzenten von Actinomycin C, 
d.h. sowohl der Vergleichsstamm Str. chrysomallus wie auch unsere 
17 Isolierungen, zur Gruppe mit Luftmycel griseus gehoren. Wahrschein- 
lich gilt dies auch fiir die 8 bei Prennre (1953) beschriebenen Actino- 
mycin C-Bildner, deren Luftmycel als ,,weiB bis hellgelblich bis hellrosa“ 


bezeichnet wird. 
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b) Versuch einer Klassifizierung 

Als Ergebnis des vorherigen Abschnitts sei festgehalten: Die Actino- 
mycin bildenden Stamme kénnen nach dem melanoiden Pigment in 
chromogene und nichtchromogene, nach der Farbe des Luftmycels in 
aschgraue (cinereus) und griinlichgraue (griseus) eingeteilt werden. | 
Andere diskutierte Merkmale sind geeignet, gewissen Organismen eine 
Sonderstellung anzuweisen. So sind der Originalstamm Str. parvulus und 
unsere Isolierung ETH 6666 durch Spiralenbildung ausgezeichnet, die 
Actinomycinbildner Str. flavovirens von PripHaM u. Gorrires (1948) und 
Str. flaveolus von Kurosawa (1951) einerseits und unsere Isolierung 
ETH 9001 andrerseits besitzen ein von den tbrigen Staimmen ab- 
weichendes C- Quellenspektrum, wihrend der nicht Actinomycin bildende 
authentische Str. flaveolus haarige Sporen aufweist. 


Tabelle 3. Klassifizierung der Actinomycinbildner (Erklérung im Text) 


G melanoides | Farbe des Actino- 2 J > eigene Iso- 
TUDYS Pigment | Luftmycels | mycintyp Vergleichsstaémme lierungen 
I - | cinereus x Str. antibioticus (Orig. und 
NRRL) pening 
II ob griseus x 1 . 
| I | Str. parvulus (Orig.) 1 
iM a Cimere is |eno-- essere eees feeesceeeeceee ence eecneennctsetennnaecnnnereccnaee feos eeeeee 
| x | 2 
| 
C | Str. chrysomallus (Orig.) M4 
im 7 wssetculias : eis | RRNA Ret a Uh of Megat aan SD aya an a 
x | Str. parvus (NRRL) itt we 


Die Eigenschaftspaare chromogen-nichtchromogen und cinereus- 
griseus ergeben 4 Kombinationen, die alle vertreten sind (Tab. 3). 

Gruppe I, chromogen, Luftmycel cinereus, enthalt die Vergleichs- 
stimme Str. antibioticus sowie 3 eigene X-Produzenten (E7'H 6078, 6451 
u. 10756), die wir zu Str. antibioticus rechnen!. 

Gruppe II, chromogen, Luftmycel griseus, weist als einzigen Ver- 
treter den X-Produzenten EHT'H 9001 auf, der ja auch im C-Quellen- 
spektrum von allen untersuchten Actinomycinbildnern abweicht. Da wir 
ihn mit keiner bekannten Art identifizieren kénnen, beschreiben wir ihn 
im folgenden als neue Species, fiir die wir nach der Herkunft der Boden- 
probe den Namen Str. michiganensis vorschlagen?. 


* Hierher diirfte auch die Gruppe II von Martin u. Pampus (1956) gehoren. 


‘ MOglicherweise ist hier auch Gruppe I von Martin u. Pampus (1956) einzu- 
ordnen. 
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Gruppe III, nichtchromogen, Luftmycel cinereus, ist durch die 
beiden I-Produzenten Str. parvulus (Originalstamm) und H7'H 6666 
vertreten sowie durch die X-Produzenten ETH 12690 u. 12710. Da diese 
beiden keine Spiralen bilden, ist ihre Zuordnung zu der Art Str. parvulus 
fraglich. 

Gruppe LV, nichtchromogen, Luftmycel griseus, enthalt den Original- 
stamm Str. chrysomallus (Actinomycin C), den BenEepicTschen Stamm 
Str. parvus (Actinomycin X), alle 17 eigenen C-Produzenten (1TH 5964, 
6240, 7733, 7740, 7838, 8308, 8383, 8819, 8876, 9560, 9631, 10581, 10995, 
11392, 11945, 12441 u. 12758) und 5 eigene I-Produzenten (ETH 6535, 
6575, 6635, 6735 u. 6799). Abgesehen vom Actinomycintyp finden wir 
keinen Unterschied zwischen Str. chrysomallus und dem gepriiften Stamm 
Str. parvus. Str. parvus kommt Prioritét zu. Da aber der Stamm von 
Brnepicr kaum Spiralen bildet, hegen WAKSMAN u. GREGORY (1954) 
Zweifel an seiner Zugehorigkeit zu Str. parvus. Der von ihnen als einzig 
authentisch angesehene Stamm ist eingegangen. Somit kénnte man diese 
Art als erloschen betrachten. Auf jeden Fall empfiehlt es sich, ihretwegen 
nicht die gui beschriebene und mit manchenorts deponierten Kulturen 
belegte Art Str. chrysomallus aufzugeben. Zu ihr stellen wir unsere C- und 
I-Produzenten. 


c) Gegeniiberstellung von mikrobiologischer 
und chemischer Hinteilung 

Tab. 3 weist keine deutlichen Parallelen zwischen mikrobiologischer 
Klassifizierung und dem Actinomycintyp auf. Theoretisch lassen sich die 
4 besprochenen Gruppen mit den 3 Actinomycintypen zu 12 Kombi- 
nationen verbinden. Von diesen sind 7 hier vertreten. Einheitlich wirkt 
nur die zahlenmaBig stirkste Gruppe der C-Produzenten, die alle in 
Gruppe IV bei Str. chrysomallus erscheinen; Gruppe IV enthalt daneben 
aber auch I- und X-Produzenten. Ferner produzierten alle chromogenen 
Stémme Actinomycin X. Es scheint aber, da man hieraus keine all- 
gemeine Regel ableiten darf, da nach Martin u. Pampus (1956) die 

Brockmannschen I-Produzenten auch chromogen sein sollen. 


d) Streptomyces michiganensis 0. sp. 

Luftmycel sammetig, anfinglich weil, spater griinlichgrau; Sporen 
glatt; keine Spiralen; kein starkes Exopigment; chromogen. 

Synthetischer Agar!: Wachstum schleierartig, weiBgelb ; Luftmycel samme- 
tig, weiBgelb. ; 

Synthetische Lésung: Sediment und Flocken, milchweiB; nach 17 Tagen 
Pellikel mit wolligem Luftmycel. 

Glucose-Agar: Wachstum runzlig, hellbraun nach 3 Tagen, kupferrot nach 
10 Tagen, rétlichbraun nach 17 Tagen; Luftmycel sammetig, eriinlichgrau; rétlich- 
braunes Exopigment. 

1 Rezepte und Terminologie nach LinDENBEIN (1952). 
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Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum diinn, weiBgelb nach 3 Tagen, hell- 
gelbrot nach 17 Tagen; Luftmycel sammetig, weiBgelb. 

Caleciummalat-Agar: Wachstum schleierartig, goldgelb; Luftmycel sammetig, 
kreidewei8 nach 3 Tagen, hellgelb nach 10 Tagen. 

Gelatinestich 18°C: Pellikel, hellbraun; Luftmycel staubig, kreideweiB; 
Verfliissigung langsam, nach 20 Tagen noch nicht bemerkbar, 1,5—1,9 cm nach 
40 Tagen; Substrat kastanienbraun. 

Starkeplatte: Wachstum pustelig, weiBgelb; Luftmycel staubig, kreideweiB ; 
keine Hydrolysierung nach 4 Tagen. 

Kartoffeln: Wachstum hellgelb; Luftmycel sammetig, weiBgrau bis weiBgelb; 
Substrat grauschwarz verfarbt. 

Karotten: Wachstum diinn, hellbraun; Luftmycel erst nach 10 Tagen, 
sammetig, griinlichgrau. 

Lackmusmilch: Pellikel hellbraun; Luftmycel sparlich; Peptonisierung ohne 
deutliche Gerinnung. 

Bisher einmal isoliert (Stamm EH7'H 9001) aus einer Bodenprobe vom Wilderness 
Park, Michigan. 

Die Beniitzung verschiedener Kohlenstoffquellen zeigt Tab. 2. 


VY. Die Bildung von Actidion neben Actinomycin 


Bei der Ziichtung und Aufarbeitung einiger actinomycinbildender 
Kulturen trat eine antibiotische Aktivitaét gegeniiber gewissen Pilzen in 
Erscheinung, die nicht von Actinomycin selbst herriihren konnte. Als 
Faktor dieser Pilzaktivitait lie® sich, teils durch Reinisolierung und 
chemische Charakterisierung des kristallinen Produkts, teils durch Papier- 
chromatographie von Rohextrakten (KyBURz, unpub.) das Antibioticum 
Actidion (Cycloheximid) nachweisen. Bisher wurde diese Bildung von 
Actidion neben Actinomycin bei 6 Sti&émmen beobachtet, naimlich 
ETH 77338, 7740, 8383, 10581, 11392 u. 11945. Interessanterweise 
handelt es sich dabei ausnahmslos um Produzenten von Actinomycin C, 
also Staémme von Str. chrysomallus. 

Als Actidionproduzenten sind bisher beschrieben worden: Strepto- 
mycin-bildende Stiimme von Str. griseus (Krainsky) Waksman et 
Henrici (WHIFFEN u.a., 1946), Sir. nourset Hazen (BRowNu. Hazen, 1956) 
sowie ein Stamm H7'H 7796 (CorBaz u. a., 1955). 


Neben diesem letzteren Stamm, der zugleich Nonactin bildet, und den © 


wir heute zur Artgruppe Str. griseus stellen!, haben wir bisher etwa 
45 verschiedene Actidionproduzenten isoliert. Nach ihren antibiotischen 
Fiahigkeiten lassen sie sich in 3 Gruppen einteilen: 1. Staémme, die 
Actidion neben Streptomycin bilden; 2. die 6 erwiihnten Isolierungen, die 
Actidion neben Actinomycin C produzieren; 3. Stimme, bei denen neben 
Actidion kein weiteres Antibioticum (oder héchstens Nonactin) nach- 


1 Die Angabe bei Corpaz u. a. (1955), HTH 7796 stehe Str. viridochromogenes oder 
Str. olivochromogenes naher als Str. griseus, konnen wir nach Priifung authentischer 
Kulturen dieser Arten nicht mehr aufrecht erhalten. Namentlich Str. viridochromo- 
genes mit blaugriinem Luftmycel und stachligen Sporen gehdrt einer véllig anderen 
Gruppe an. 
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zuweisen ist. Obwohl man Gruppe | u. 3 zu Str. griseus in der heutigen, 
weiten Bedeutung rechnen kann, unterscheiden sie sich doch wesentlich 
im C-Quellenspektrum. Die Stimme von Gruppe 3 besitzen gleiches 
C-Quellenspektrum wie die von Gruppe 2 (Actinomycin C produ- 
zierende Str. chrysomallus) und unterscheiden sich von ihnen lediglich 
durch Abwesenheit des gelbroten Actinomycin-Pigments. Es fragt 
sich daher, ob die gemeinsame Bildung von Actidion nicht auf eine 
Verwandtschaft von Str. chrysomallus mit einer groBen, méglicher- 
weise noch heterogenen Artgruppe Str. griseus hindeutet. Auf diese 
Frage wollen wir in einer spiteren Publikation eingehen. Hier sei als 
weiterer Hinweis auf eine moégliche Zusammengehorigkeit nur noch 
erwaihnt, daB Dr. W. Voser, CIBA A.-G., Basel, aus einer unserer 
‘Kulturen Nonactin neben Actinomycin C kristallin isolieren konnte. 


Zusammenfassung 

1. 29 eigene Isolierungen und 5 Vergleichsstiimme lieferten Actino- 
mycine, die sich alle in die BRockMannschen Typen C, I und X einord- 
nen lieBen. Es wird die Meinung vertreten, das Actinomycin A und B mit 
X und Actinomycin D mit I identisch sind. 

2. Die untersuchten Actinomycinbildner wurden nach taxonomischen 
Gesichtspunkten in 4 Gruppen eingeteilt, von denen 3 durch die bekannten 
Arten Str. antibioticus, Str. parvulus und Str. chrysomallus reprasentiert 
werden; fiir die vierte wurde eine neue Art, Str. michiganensis beschrieben. 

3. Eine Gegentiberstellung von Actinomycintyp und taxonomischer 
Gruppierung der Staémme ergab wenig Parallelen ; immerhin stellten die 
Actinomycin C-Bildner eine geschlossene Gruppe dar, und die chromo- 

-genen Stiimme produzierten alle Actinomycin X. 

4. Hinige Stimme von Str. chrysomallus enthielten im Kulturfiltrat 
neben Actinomycin C zugleich noch das Antibioticum Actidion (Cyclo- 
heximid); dies wird als Hinweis auf eine Verwandtschaft mit anderen 
Actidionbildnern gedeutet. 

 Frdulein Barerrr Fetzmann danken wir fiir wertvolle Hilfe beim Bestimmen der 


Actinomyceten. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Hannover) 


Trockenresistenzsteigerung nach osmotischer Adaptation 
bei Saccharomyces und Chlorella* 


Von 
WALTER FUCHTBAUER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 30. Oktober 1956) 


Als Ursache der Trockenresistenz ist nicht nur der Bau der Pflanze 
bedeutsam, sondern auch ihr physiologisches Verhalten (s. bes. WALTER 
1926, Maxtmow 1929). Versuchsergebnisse dazu liegen in vergleichenden 
Messungen verschiedener Art vor. 

So untersuchten Scumrpr, DrwaLp u. Stocker (1940) sowie Stocker, Ream 
u. ScumrpT (1943) verschieden resistente Sorten der gleichen Art, wihrend Stmonts 
(1936—1952), Scumipr (1939), Fukupa u. Kaku (1953) sowie WmRK (1954) sich 
mit der Wirkung von Trockenheit auf Pflanzen in Feucht- und Trockenkulturen 
befaBten. 

Bei diesen Untersuchungen wurde das Interesse immer mehr auf den 
Zusammenhang bestimmter Eigenschaften der Zelle mit der Trocken- 
resistenz der Pflanze gelenkt. Damit war die Frage nach der Trocken- 
resistenz der Einzelzelle gestellt. Um direkte Schliisse auf Resistenz- 
ursachen, die nur in der Zelle liegen, ziehen zu k6nnen, wurden in der 
vorliegenden Arbeit Kinzeller benutzt. 


Mit Mikroorganismen sind schon vielfach Resistenzversuche gemacht 
worden. An Hefen z. B. wurden Frostresistenz (STmLLE 1950), Hitze- 
resistenz (CHRISTOPHERSEN u. PRECHT seit 1950) und auch Trocken- 
resistenz (BurcIK 1950) schon untersucht. Im Gegensatz zu dem letzt- 
genannten Autor war ich auf Massenkulturen angewiesen, da ich fiir 
chemische und Wassergehalts-Bestimmungen (FUcHTBAUER 1957) groBere 
Zellenmengen benotigte. Ich suchte verschieden trockenresistente Zellen 
dadurch heranzuziehen, daB ich den Nahrl6sungen zum Teil eine osmo- 
tisch wirksame Substanz zusetzte, um so die Mikroorganismen an eine 
stark hypertonische Lésung anzupassen. Dabei ging ich von der Annahme 
aus, daB das Osmoticum eine ahnliche Erschwerung der Wasserzufuhr be- 
wirkt wie die Verringerung des Bodenwassergehaltes in Trockenkulturen. 
Diese Annahme erschien berechtigt, nachdem HEINTZELER (1939) gezeigt 


* Teilergebnisse einer Dissertation ,,Untersuchungen an Mikroorganismen iiber 
die Trockenresistenz der Zelle“, Fakultat fiir Natur- und Geisteswissenschaften 
der Technischen Hochschule Hannover, 1956. 
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hatte, da® die Grenzwerte des Pilzwachstums, gemessen in % relativen 
Wasserdampfdruckes (r. D.), etwa gleich sind, ob die Pilze auf festem 
Nahrboden in einem Raum verminderter r. D. oder in fliissiger Nahr- 
lésung mit entsprechender Zuckerkonzentation gezogen werden. 

Es sollte also geklart werden, ob die Trockenresistenz der Mikroorganis- 
men durch Anzucht in einer Kulturlésung mit erhéhtem osmotischen 
Wert groBer wird. Wenn das der Fall ist, dann kann das so gewonnene 
Material zur Untersuchung der Ursachen dieser Trockenresistenzer- 
héhung dienen. 


Material und Methoden 
1. Material 


Die Versuchsobjekte waren: Saccharomyces cerevisiae (handelsiibliche Backer- 
hefe), Rhodotorula glutinis (ohne Garvermégen) und Chlorella pyrenoidosa, Gottinger 
Stamm. Von den beiden Hefearten wurde fiir die entscheidenden Versuche eine 
Kinzell-Kultur hergestellt. 


2. Anzucht 


Nahrlésung fiir beide Hefearten (verandert nach CHRISTOPHERSEN u. PRECHT, 
1950): 5 g (NH,),SO,; 2g KH,PO,; 0,7g K,HPO,; 1g MgSO,; 1g NaCl; 40g Rohr- 
zucker; 2,5¢ Pepton; 50 ml gehopfte Bierwiirze; mit aqua dest. auf 1 Liter auf- 
gefiillt. Nahrlésung fiir Chlorella (nach KANDLER, 1950): In 1 Liter glasdest. Wasser: 
0,4¢ KNO,; 0,lg KCl; 0,.lg KH,PO,; 01g MgSO,-7 H,O; 0,1g Ca(NO,), - 4 H,O; 
1 ml Hoaglandsche A-Z-Lésung; Spur Fe,(SO,)5. 

Diesen Nahrlésungen wurde ein wasserentziehendes Mittel zugesetzt. Fiir die 

Wahl dieses Stoffes muBten folgende Kigenschaften in Betracht gezogen werden: 
a) Wasserloéslichkeit, da die Substanz in hohen Konzentrationen verwendet 
werden sollte. b) MolekiilgréBe. Ein zu groBes Molekiil wiirde den osmotischen Wert 
der Nahrlésung nicht geniigend erhéhen, ein zu kleines méglicherweise zu leicht in 
die Zellen aufgenommen werden. c) Physiologische Wirksamkeit. Die Substanz_ 
sollte nur osmotisch wirksam sein und méglichst nicht in den Stoffwechsel der 
Mikroorganismen eingreifen. 
Auf Grund dieser Forderungen wihlte ich den Zuckeralkohol Sorbit, nachdem 
COLLANDER u. BARLUND (1933) festgestellt hatten, daB der dem Sorbit nah verwandte 
Mannit als physiologisch inerte Substanz sehr schwer in die Zelle eindringt. VAN 
OVERBEEK (1942) sowie BuRsTROM (1953) hatten deshalb schon Mannit benutzt, 
um den osmotischen Wert von Nahrlésungen zu erhdhen. Sorbit hat gegeniiber 
Mannit den Vorteil, da es noch wesentlich leichter in Wasser léslich ist. Er wurde 
als ,,Karion-Substanz* von Merck bezogen. Reinheitsgrad: Karion enthalt 
héchstens 0,159% Zucker und 1,59 Wasser. Zur obigen Forderung c) siehe die 
manometrischen Versuche. 

Die Mikroorganismen wurden in stark beliifteten Massenkulturen fiir jeden 
Versuch in folgender Weise neu angeziichtet: 


a) Backerhefe und Rhodotorula. 4 baw. 6 Kolben wurden fiir die Kontrollen 
(,,.Ko“-Hefe) mit 350 ml Nahrlésung + 50 ml aqua dest., fiir die Sorbit-Anzucht 
(,,.S0°'-Hefe)! mit 350 ml Naihrlésung + 80g Sorbit (= 1,1 molar) inkubiert. (1 g 
Sorbit erhoht in dieser und héheren Konzentrationen das Volumen der Lésung um 
5/8 cm*.) Zur Bestimmung des osmotischen Wertes dieser Loésungen wurde die 


‘In normaler Nihrlésung angezogene und aufgeschwemmte Hefe, der nach 
der Anzucht Sorbit zugesetzt wurde, wird mit ,,Ks‘ bezeichnet (s. S. 220). 
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Gefrierpunktserniedrigung der Nahrlésung und von Sorbitlésungen gemessen. Fiir 
die Sorbit-Nahrlésung ergab sich (nach der Tabelle von Watrer 1931) 29,8 Atm. 
bei 0° C, also 32,0 Atm. bei 20°C; das entspricht 97,6% r. D. Zu diesen Lésungen 
wurden zur Verhinderung des Schiumens (bei der Beliiftung) je 5 Tropfen ge- 
trennt sterilisierter Olsiure gegeben. 

Die Vermehrungsgeschwindigkeit der Hefen ist in der Kontroll-Nahrlésung 
wesentlich héher als in der Sorbit enthaltenden Nahrlosung, wohl wegen der 
osmotischen Wirksamkeit des Sorbits und der geringeren Diffusionsgeschwindigkeit 
der Nahrstoffe in der viscoseren Lésung. (Deshalb sah ich auch im allgemeinen von 
hoheren Sorbitkonzentrationen ab.) Um aber méglichst gleiche Ausgangsbe- 

_dingungen zu haben und deshalb nach 40 Std Anzucht fiir Ko- und So-Hefe etwa 
die gleiche Hefekonzentration zu erreichen, impfte ich in die Sorbit-Kolben 5 bis 
10mal so viel Hefe wie in die Kontroll-Kolben. Die Letzteren wurden sehr diinn 
angeimpft, um bei der relativ langen Anzuchtdauer, die eine Adaptation begiinstigen 
sollte, keine Verarmung an Nahrstoffen, besonders an Zucker, eintreten zu lassen. 


b) Chlorella. Um die Anzuchtzeit in der Sorbitlésung méglichst klein zu halten 
— mit dem Luftstrom in die Sorbitlésung gelangende Bakterien wiirden sich dort 
sehr rasch vermehren —, wurden die Algen zunachst ohne Sorbit vorgeziichtet. Erst 
wenn eine bestimmte Suspensionsdichte erreicht war, wurde der Sorbit in Form von 
konzentrierten sterilisierten Losungen zugesetzt, und zwar innerhalb von 5 bis 
6 Tagen tiaglich 3—4%, um eine Adaptation der Algen zu erméglichen. Die End- 
konzentration des Sorbits war dann 18,2% (= 1,0 molar). Der osmotische Wert 
dieser Lésung betriagt bei 20° C 25,1 Atm. (das entspricht 98,1% r. D.). Der Versuch 
wurde dann jeweils einen Tag nach der letzten Sorbitzugabe begonnen. 


3. Manometrische Versuche 


Um zu priifen, ob die untersuchten Organismen Sorbit veratmen, wurde in der 
Warsurc-Apparatur mit der ,,direkten Methode“ von Warsure (s. UMBREIT, 
Burris u. STAUFFER, 1949) die Sauerstoffaufnahme in Sorbitlésung gemessen. 
AuBerdem bestimmte ich bei der Backerhefe mit der ,,direkten Methode fiir Kohlen- 
dioxyd“‘ von WaRBURG — es werden jeweils 2 GefaiBe verglichen, von denen das eine 
Kalilauge enthalt, das andere nicht — auch die Kohlendioxydabgabe (Garung). 


4. Resistenz 

Die Mikroorganismen wurden zum Resistenztest in verschiedener Weise an- 
getrocknet: 

a) ,,Schalenmethode“: Es wurden wenige Milliliter der Zellsuspension in kleine 
Petrischalen pipettiert und dort eingetrocknet. Danach wurden diese Zellen im 
gleichen Volumen Wasser wieder suspendiert, so daB die Zellenzahl je Volumen die 
gleiche war wie in den zum Trocknen benutzten Suspensionen; wurde mit diesen 
beiden Suspensionen, wie es bei Rhodotorula geschah, das Plattenzaihlverfahren 
angewendet, so konnte der durch das Trocknen eintretende Verlust der Vermehrungs- 
fahigkeit ohne eine Zaihlung der Zellen, die mit vielen Fehlerméglichkeiten ver- 
kniipft ist (Boamn 1953), getestet werden. 


b) ,,Objekttragermethode“: Die Zellen wurden mit einem Tropfen der jeweiligen 
Lésung in diimner Schicht auf Objekttrager aufgetragen (CHRISTOPHERSEN u. 
Precut, 1952b). 

Zam Trocknen wurden Exsiccatoren benutzt, in denen bestimmte Werte r. D. 
durch verdiinnte Schwefelsdurelésungen eingestellt waren. Nach verschieden 
langem Antrocknen wurde die Vitalitat der Zellen mit unterschiedlichen Testver- 


fahren bestimmt: 
15* 
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Bei Backerhefe wurde nach Einbringen der Zellen in gepufferte Methylenblau- 
Liésung der Prozentsatz ungefarbt gebliebener Zellen festgestellt. Mit diesem Ver- 
fahren wird zwar direkt nur eine Schadigung der Zellen getestet, doch stimmt die 
Zahl der ungefarbt gebliebenen Zellen etwa mit der der noch vermehrungsfahigen 
iiberein (JANKE 1946). Srr~LE (1950) stellte fest, daB Backerhefe durch Methylen- 
blau-Lésung der Konzentration 1 : 500 geschadigt wird. Ich priifte daher, ob mit 
der hier benutzten Methylenblau-Konzentration 1 : 10000 gesunde Hefezellen so 
geschadigt werden kénnen, daB sie sich anfarben; es war auch bei langerer Farbe- 
dauer nicht der Fall. In zwei Resistenzversuchen wurden Parallelfarbungen mit 
Janusgriin durchgefiihrt. Die Zah] der angefarbten Zellen war innerhalb der Fehler- 
grenzen die gleiche wie bei der Methylenblaufarbung. 

Bei Rhodotorula wurde die Vermehrungsfahigkeit direkt mit dem Plattenzahl- 
verfahren getestet, wobei die zam Beimpfen der Platten beniitzten Verdiinnungen 
der Hefesuspensionen durch Zugabe der jeweiligen Waschwasserlésung erzielt 
wurden; als Nahrboden fiir die Platten diente Bierwiirze-Gelatine. 

Auch bei Chlorella wurde die Vermehrungsfihigkeit der Zellen direkt bestimmt, 
und. zwar durch Beimpfen neuer beliifteter Kolben mit den zu testenden Zellen und 
Messung der Suspensionsdichte in diesen Kolben nach einigen Tagen. 

Bei jedem dieser drei Verfahren testete ich in allen Versuchen zum Vergleich die 
Vitalitaét der Zellen vor dem Trocknen mit jeweils der gleichen Methode. ,,Uber- 
lebendenzahl‘‘ wird dann der Kiirze halber bei den Hefen die Zahl der nach dem 
Trocknen noch vermehrungsfahigen bzw. ungefirbten Zellen in Prozent der vor dem 
Trocknen vermehrungsfaihigen bzw. ungefiarbten Zellen genannt. Bei Backerhefe 
schwankte die Zahl der vor dem Trocknen gefarbten Zellen um 1—5°%, bei Rhodoto- 
rula betrug der Prozentsatz der vermehrungsfaihigen Zellen 50—70%. 

In allen drei Verfahren ist es nétig, die Zellen nach dem Trocknen wieder in 
Wasser zu suspendieren. Nachdem Instn (1933) gezeigt hatte, da der Tod von 
Pflanzenzellen, die ausgetrocknet werden, weniger beim Trocknen als beim Wieder- 
anfeuchten eintritt (s. auch StmLE 1950: Rasches Auftauen schadigt gefrorene 
Hefe mehr als langsames Auftauen), stellte ich die Schalen (bzw. Objekttrager) 
mit den Proben vor dem Wiederaufschwemmen der Zellen 1—3 Std in einen wasser- 
dampfgesittigten Raum. So konnten sich die Zellen allmahlich wiederaufsattigen, 
entsprechend dem Befund von Brest (1938), der bei Meeresalgen die Méglichkeit 
der Wiederaufsattigung in 100% r. D. feststellte. 


5. Statistische Sicherung 
Nach Parav (1943) mit den dort angegebenen Formeln (8) und (4). 


Experimente 
I. Manometrische Versuche 


Ks sollte zunachst geklart werden, ob der Sorbit von den Zellen auf- 
genommen und veratmet wird. 


a) Bickerhefe 


Jedesmal vor dem Versuch wurde die Hefe zum Verarmen (Veratmen der 
Reservestoffe) 3 Tage in nahrstofffreiem Medium beliiftet, und zwar die in normaler 
Nahrlésung angezogene Hefe (Ko-Hefe) in physiologischer Kochsalzlésung, die in 
Sorbit-Nahrlésung angezogene Hefe (So-Hefe) in physiologischer Kochsalzlésung 
mit 20% Karion; dieser Zusatz sollte den Verlust etwaiger durch Anpassung der 
So-Hefe an den Sorbit von ihr erworbener Eigenschaften verhindern. Fiir die Ver- 
suche inkubierte ich dann die ungewaschene Hefe in m/15 Phosphatpuffer, px 4,7. 
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In Versuch M 1 wurden Atmung und Garung von Ko- und So-Hefe 
(Hinzell-Kultur) in Karion und zum Vergleich in Glucose wahrend eines 
langeren Zeitraumes gemessen (Tab. 1). 


Tabelle 1. Atmung und Gérung von Béckerhefe in Karion- und Glucoselésung 
(Versuch M 1) 
xO, und xCO, = in 15 min von den Zellen aufgenommenes (positive Werte) oder ab- 
gegebenes (negative Werte) Gasvolumen in mm je 4 ml Zellsuspension. RQ = CO,/O, 


Zeit nach Inkubieren der Hefe 


z 
a 20—40 min 6—7 Std 
& x0,| *CO, |RQ| <0, xCO, | RQ 
1 2 % Glucose, KOH, Ko-Hefe |150 57 
2 0,03% Glucose, KOH, Ko-Hefe |101 0,7 
~3| 20 % Karion, KOH, Ko-Hefe | 42,5 121 —0,24 
4! 20 % Karion, Ko-Hefe Hay lea — 0,35 
5 | 20 % Karion, KOH, So-Hefe | 34,4 1.02 11,0 1.08 
6 | 20 % Karion, So-Hefe So Ou elin Sse 8 


GefaB 2 enthielt so viel Zucker wie maximal in der 20°, igen Karion- 
l6sung enthalten sein kann. In den Gefa®en 3 und 4 hat der Gaswechsel 
nach 6 Std vollstandig aufgehdrt: Die Ko-Hefe vermag also offenbar 
Sorbit nicht zu veratmen. Die Anfangswerte dieser GefaBe zeigen die 
Veratmung des geringen Zuckeranteils im Karion. Da dieser nach wenigen 
Stunden verbraucht ist (Endwerte der GefaBe 2—4), kann er bei der An- 
zucht keine Rolle spielen. In den GefaBen 5 und 6 wurde auch nach 6 Std 
noch eine erhebliche Atmung gemessen; offenbar wird also von der So- 
Hefe Sorbit veratmet. Eine Vergaérung von Sorbit findet nicht statt (die 

RQ sind bei GefaB 5 und 6 etwa = 1). 

Zieht man die Endwerte der GefaBe 5 und 6 (Sorbit-Atmung) von deren Anfangs- 
werten (Karion-Atmung) ab, so erhalt man die anfangliche Veratmung der in Karion 
enthaltenen Zucker. Diese Differenz ist kleiner als die Anfangswerte bei der Ko-Hefe 
(GefaB 3 und 4), was aber nichts besagt, weil die Suspensionsdichte der So-Hefe 
hier nicht gleich der der Ko-Hefe war. 


Tabelle 2. Sorbit-Atmung von Ko-Béckerhefe (Versuch M 2) 
Messung von 2—4 Std nach Inkubieren der Hefe, sonst s. Tab. 1 


Gefis Nr. | | 70, 
1 Wasser eal 
2 Wasser 2,3 
3 2% Karion Le 
4 2% Karion 2,2 


Um zu priifen, ob die plétzliche Zugabe von 20% Sorbit die Ko-Hefe 
geschidigt haben kénnte und diese nur deshalb kein Sorbit veratmete, 
wurde in Versuch M 2 die Atmung von Ko-Hefe in niedriger Sorbitkon- 
zentration im Vergleich zur Atmung in reinem Wasser (bei gleicher Hefe- 
konzentration) gemessen (Tab. 2). Der geringe Zuckergehalt des Karions 
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—im Reaktionsgemisch der GefaBe 3 und 4 etwa 0,001% (nach Versuch 
M 1 geurteilt) — war in wenigen Minuten verbraucht. Tab. 2 zeigt: Auch 
in niedrigen Konzentrationen wird Sorbit von der nicht in Sorbit ange- 
zogenen Hefe nicht veratmet. 

Versuch M 3 sollte kliren, wie schnell Sorbit im Vergleich zu Glucose 
von der So-Hefe veratmet wird. Die Veratmung von Sorbit ist, wie Tab. 3 
zeigt, wesentlich geringer als die von Glucose. 


Tabelle 3. Atmung und Gdrung von So- Backerhefe in Sorbit und Glucose (Versuch M 3) 
Messung von 4!4—7 Std nach Inkubieren der Hefe, sonst s. Tab. 1 


GefaB Nr. | | xO, | xCO, RQ 

1 und 2 Wasser 3,01 — 2,74 0,91 

3 und 4 2% Glucose 39,6 — 278 7,0 
’ 5 und 6 20% Karion 10,3 — 8,85 0,86 


Die bisherigen Versuche zeigen also, daB eine enzymatische Adaptation 
der Backerhefe an Sorbit stattfindet, wie sie z. B. von SPIEGELMANN, 
REINER u. COHNBERG (1947) sowie von SUOMALAINEN (1950) fiir Galak- 
tose gefunden wurde, daf aber die Sorbitatmung trotz der hohen Sorbit- 
konzentration wesentlich niedriger ist als die Zuckeratmung. Immerhin 
wirkt aber der Sorbit nicht nur osmotisch, sondern auch auf den Stoff- 
wechsel. 

b) Rhodotorula 


Auch diese Hefe vermag nach Anzucht in Sorbit héchstwahrscheinlich dieses zu 
veratmen, wie einige ahnlich wie bei der Baickerhefe angelegten Versuche zeigten. 
Die Frage, ob auch hier enzymatische Adaptation auftritt, wurde nicht gepriift. 


c) Chlorella 


Sorbit-adaptierte Chlorella wurde 24 Std im Dunkeln verarmt, und zwar zum 
Teil in normaler Nahrlésung (,,Chlorella I‘), zum Teil in Nahrlésung mit 1 m Sorbit: 
wie bei der Anzucht (,,Chlorella II‘). Die Atmung wurde zuerst eine Zeitlang ohne 
die zu testende Substanz gemessen und diese anschlieBend aus einer Ansatzbirne des | 
GefaiBes zugekippt. Die Algen wurden fiir den Versuch folgendermafen inkubiert: 
Chlorella I in normaler Naihrlésung (GefaiBe 1 und 2 in Tab. 4); von Chlorella II! 
wurde die Halfte mit normaler Nahrlésung dreimal gewaschen und dann in dieser | 
suspendiert (Gefa8B 3 und 4). Um den Effekt von Schadigungen, die durch die plotz-. 
liche Erniedrigung des osmotischen Wertes der Lésung beim Waschen der Zellen: 
von Chlorella (im Gegensatz zu der viel unempfindlicheren Hefe) auftreten kénnten, 
auszuschalten, wurde die andere Halfte von Chlorella II in Nahrlésung mit 1 m_ 
Mannose gewaschen und inkubiert (GefaBe 5 und 6), nachdem ein Vorversuch 
gezeigt hatte, dafS Mannose von der Alge nicht veratmet wird. 


Wie aus Tab. 4 ersichtlich ist, wird die Atmung durch Zukippen von: 
Karion nicht geéndert, waihrend sie durch die Glucosegabe erheblich’ 
gesteigert wird. Dieser Befund wurde in einem weiteren Versuch! durch: 


* Fir die Durchfiihrung dieses Versuches bin ich Frl. Dr. M. EnrenBERG und! 
Fri. H. L. Wirkentne zu Dank verpflichtet. 
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Sorbitbestimmungen in den Reaktionsgemischen bestatigt: Es war keine 
Abnahme von Sorbit festzustellen. Auch im Licht wird kein Sorbit auf- 
genommen, wie Messungen der Sorbitkonzentration in einer belichteten 
Algensuspension vor und nach 6stiindigem Beliiften zeigten. — Die 
Werte von Gefaf 3 lassen auBerdem erkennen, da die Alge durch die 
plotzliche Erniedrigung des osmotischen Wertes der Lésung nicht oder 
nicht wesentlich geschaidigt wird: Auch hier ist die Atmung in Glucose 
stark erhGht. 


Tabelle 4. Atmung von So-Chlorella in Sorbit und Glucose 
Durchschnittliche Druckerniedrigung je 10 min vor und nach dem Zukippen der 
Testsubstanz (in mm Brodie-Lésung). Die Prozentzahlen geben die Konzentration 
der Testsubstanzen im Reaktionsgemisch nach dem Kippen an. (NL = Nahrlésung) 


GefaB-Nr. 1 2 3 4 5 6 
Chlorella I af IL II II II 
inkubiert mit NL NL NL NL NL mit | NL mit 
; ; Mannose | Mannose 
Testsubstanz Glucose | Karion | Glucose | Karion | Glucose | Karion 
0,1% 0,1% 0,1% 1% 0,1% 1% 
vor dem Kippen 3,4 3,0 3,6 3,6 3,5 3,9 
nach dem 
Kippen 13,3 3,7 10,2 3.4 8,7 3,3 


Wahrend also Backerhefe sicher und Rhodotorula hochstwahrschein- 
lich Sorbit veratmen, wenn sie in Nahrlésung, die Sorbit enthalt, ange- 
zogen sind, ist dies bei Chlorella unter diesen Versuchsbedingungen nicht 
der Fall. 


II. Resistenzversuche mit Backerhefe und Rhodotorula 


Es sollte gepriift werden, ob die Trockenresistenz von Mikroorganis- 
men durch deren Adaptation an eine stark hypertonische Lésung gesteigert 
wird. Die abzentrifugierten oder abgenutschten Zellen wurden in ver- 
schiedenen Lésungen (Verfahren 1—5, s. u.) suspendiert und dann mit 
einer der beiden oben beschriebenen Methoden getrocknet; danach wurde 
die Uberlebendenzahl bestimmt. | 


1. EinfluB der Trocknungsbedingungen auf die Schidigung 


Zunachst verblieb die Hefe zum Trocknen in der jeweiligen Nahrlosung, 
also mit und ohne Sorbit (Verfahren 1); mit diesen Suspensionen wurde 
dann die ,,Schalenmethode“ (s. S. 211) angewendet. Nach Wegtrocknen 
des Wassers wurde die Hefe 36 Std in 40%iger Luftfeuchtigkeit (r. D.) 
belassen. 

Die Kolonienzahlen der vor und nach dem Trocknen gegossenen Gela- 
tine-Platten zeigten (Versuch 1, Tab. 5), daB bei den Kontrollen (Ko-Hefe) 
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nach dem Trocknen keine einzige Zelle mehr vermehrungsfahig war, 
dagegen bei den in hypertonischer Sorbitlosung angezogenen Zellen 
(So-Hefe) 5—10°% der vor dem Trocknen vermehrungsfahigen Zellen. 


Tabelle 5. Durchschnittliche Kolonienzahlen von Rhodotorula vor und nach dem 
Trocknen, je 1 Verdiinnungsgrad (Versuch 1) 


Anzuchtkolben Kol | Ko 2 | Sol | So2 
a a a a a a 


90 66 112 | 147 
0 0 93 78 


vor dem Trocknen, 10‘fache Verdiinnung 


nach dem Trocknen, 10*fache Verdiinnung . . 


Dieses Ergebnis kann jedoch nicht als Beweis fiir eine hhere Trocken- 
resistenz der So-Hefe angesehen werden, weil Ko- und So-Hefe unter 
verschiedenen Bedingungen angetrocknet wurden: Die So-Hefe namlich 
in Gemisch mit Sorbit. 

Ein weiterer Versuch mit Rhodotorula (Vers. 2) sollte diesen Effekt 
klaren. Ein Teil wurde wie in Versuch 1 behandelt, also in der jeweiligen 
Nahrlésung eingetrocknet. Ein zweiter Teil wurde in der Zentrifuge drei- 
mal mit Kochsalzlésungen, deren osmotischer Wert dem der Anzucht- 
lésungen entsprach (Ko-Hefe: 0,75°%, So-Hefe: 4,1°%), gewaschen, in 
denselben Lésungen suspendiert und eingetrocknet. Ein dritter Teil 
wurde mit aqua dest. dreimal gewaschen und ebenso behandelt. Die aus 
den Kolonienzahlen vor und nach dem Trocknen berechneten ,,Uber- 
lebendenzahlen“ (s. Methoden) ( Tab.6) bestitigen das Ergebnis von Ver- 
such 1. Sie werden in erster Linie von der Art der Lésung, in der die 
Zellen zum Trocknen suspendiert sind, bestimmt. 


Tabelle 6. Uberlebendenzahlen (Mittel aus je 9 Einzelwerten) von Rhodotorula nach 
Antrocknen aus verschiedenen Lésungen (Versuch 2) 


Art d.Trocknung aus Naihrlésung aus Kochsalzlésungen | aus aqua dest. 
Anzucht- / 

kolben Kol| Ko2} Sol | So2 | Kol| Ko2) Sol | So2 | Kol| Ko2| Sol | So2 
Uberlebend.- 

zahl | 1,5} 2;2 | 19 15 | 0,35 | 0,21 | 0,18 | 0,42 | 0,24 | 0,30 | 0,11 | 0,48 


Ferner spielt, wie die im folgenden beschriebenen Versuche zeigten, die 
Schichtdicke der eintrocknenden Zellen eine Rolle (z. B. beruht der Un-: 
terschied der Uberlebendenzahlen in Tab. 8 und Tab. 11 bei 20% r. 
auf der unterschiedlichen Schichtdicke). Zwar wirkt sich diese nicht auf 
den Grad des Antrocknens aus (was durch Gewichtsbestimmungen be- 
statigt wurde), sofern, wie es bei allen Resistenzversuchen geschah, bis: 
zur Gewichtskonstanz getrocknet wird. Jedoch sind die Zeiten, in 
denen die einzelnen Hefeschichten im getrockneten Zustand verbleiben, 
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sowie die Geschwindigkeit, mit der die Zellen trocknen, unterschied- 
lich. In Vorversuchen wurde der Einflu8 der Zeit des trockenen Zustandes 
auf die Uberlebendenzahl als relativ gering festgestellt; der weitaus 
starkere Einflu8 geht daher sehr wahrscheinlich von der Veranderung des 
Plasmazustandes wahrend des Wasserentzuges und der Wiederaufnahme 
des Wassers aus (ILgtn 1933, StmmiE 1950); dieser Effekt ist von der 
Schichtdicke insofern abhangig, als die Zahl der rasch abtrocknenden 
Zellen, relativ zur Gesamtzahl, bei einer diinnen Schicht grdBer ist als 
bei einer dicken. 


2. Versuche zum Ausschalten der Trocknungsbedingungen 


Den weiteren Versuchen liegt folgende Uberlegung zugrunde: Wird die 
So-Hefe ungewaschen getrocknet, so sind, wie die Versuche i und 2 
zeigen, keine Schliisse auf die Resistenz méglich. Wird die So-Hefe aber 
vor dem Antrocknen gewaschen, so mu8 man damit rechnen, daB das Plas- 
ma die Higenschaften, die es méglicherweise durch Anzucht der Zellen in 
der hypertonischen Lésung erworben hat, und die ihm héhere Trocken- 
resistenz verleihen, verliert. AuBerdem k6nnte die So-Hefe durch 
plétzliches Uberfiihren in eine Lésung mit niedrigem osmotischem Wert 
geschadigt werden. Diese Schwierigkeit suchte ich durch folgende ver- 
schiedene Versuchsanordnungen auszuschalten: 


Verfahren 2. Die Hefe wird mit Kochsalzlésungen gewaschen, die mit den 
Anzuchtlésungen isotonisch sind (wie bei einem Teil von Versuch 2), weil das Koch- 
salz sich in viel kleinerer Menge in der Lésung befindet (4,19 gegeniiber 20% bei 
Sorbit). 

Verfahren 3. Die Hefe wird mit Lésungen verschiedener Stoffe (Lactose, Glycerin, 
Kochsalz) in Konzentrationen, deren osmotischer Wert zwischen dem der normalen 
und dem der Sorbit enthaltenden Nahrlésung liegt, gewaschen. 

Verfahren 4. Zur Ko-Hefe wird nach erfolgter Anzucht Sorbit zugegeben. Wenn 
das zwischen den Zellen befindliche Sorbit eine Wirkung auf die Intensitat der 
Antrocknung hat, dann erstreckt sich diese Wirkung bei dieser Versuchsanordnung 
auf die Ko-Hefe ebenso wie auf die So-Hefe. 


a) Antrocknen nach Waschen mit isotonischen Kochsalzlésungen 
(Verfahren 2) 


Die nach Anzucht abzentrifugierte und mit 0,75% iger (Ko-Hefe) bzw. 4,1% iger 
(So-Hefe) Kochsalzlésung gewaschene Rhodotorula wurde mit je einem Tropfen 
dieser Lésung gemischt; mit diesem Hefebrei wurde eine gleichmaSige diinne Schicht 
auf Objekttragern hergestellt. Diese blieben 3 Tage in Exsiccatoren in verschiedener 
r. D. und wurden dann fiir 2 Std in einen wasserdampfgesattigten Raum gebracht. 
Die danach wieder wesentlich mehr Wasser enthaltende Hefe suspendierte ich, 
getrennt fiir jeden Objekttrager, in Kochsalzlésungen der gleichen Konzentrationen 
wie oben, stellte in diesen Suspensionen die gleiche Zellenzahl je Kubikzentimeter 
ein, beimpfte damit je 4 Gelatine-Platten und errechnete aus den Mittelwerten der 
Zellenzahlen und der Kolonienzahlen den Prozentsatz vermehrungsfahiger Zellen (b). 
Ebenso wurde von ungetrockneter Rhodotorula der Prozentsatz vermehrungsfahiger 
Zellen (a) bestimmt. Die ,,Uberlebendenzahl“ ist dann 100 b/a. 
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Vorher wurde gepriift, ob die Hefe durch das Waschen in Kochsalz- 
lésung geschidigt wird. Ein Vergleich der Zahl der vermehrungsfahigen - 
Zellen von ungewaschener und gewaschener So-Hefe, bezogen auf die 
Gesamt-Zellenzahl, zeigte keinen Unterschied. Das Waschen mit isoto-— 
nischer Kochsalzlésung setzt also die Vermehrungsfahigkeit von Rho- 
dotorula nicht herab. 


Tabelle 7. Mittelwerte der Uberlebendenzahlen von getrockneter Rhodotorula ( Versuch 3 ) 


% T.D. Kol Ko 2 Sol So 2 
20 0,08 0,15 0,73 0,75 
40 25 34 57 71 
80 79 84 84 83 


Der Versuch selbst zeigt (Tab. 7), daB die So-Hefe bei dieser Versuchs- 
anordnung wesentlich resistenter erscheint als die Ko-Hefe. Es ist aber 
ein deutlicher Einflu8 des Grades der Trocknung festzustellen: Nur bei 
niedriger r. D. ist die Uberlebendenzahl der So-Hefe gréBer. 

In entsprechender Weise wurde auch mit Backerhefe verfahren. Tab. 8 
zeigt die erhebliche Differenz zwischen den Uberlebendenzahlen von 
Ko- und So-Hefe in Versuch 4 als Beispiel mehrerer gleichartiger Ver- 
suche mit demselben Ergebnis. 


Tabelle 8. Uberlebendenzahlen von getrockneter Backerhefe, Einzell-Kultur (Versuch 4) 
Die Hefe wurde 3 Tage in 20% r. D. auf Objekttrigern getrocknet. Jede Zahl 
reprasentiert die auf einem Objekttriger getrockneten Zellen 


Kol Ko 2 Sol S02 
8 10 58 72 
15 12 68 79 
10 14 75 73 
9 13 G6. itiniiietyy 


Von der Bickerhefe tiberleben, wie ein weiterer Versuch zeigte, bei 
80% r. D. alle Zellen; Ko- und So-Backerhefe unterscheiden sich hier 
ebensowenig wie Ko- und So- Rhodotorula. 


b) Antrocknen nach Waschen in Lactose- oder Glycerinlésungen mit einem 
mittleren osmotischen Wert (Verfahren 3, s. S. 217) 

Kin eindeutiger SchluB auf Resistenzsteigerung bei der So-Hefe kann 
trotz der wesentlich erhéhten Uberlebendenzahlen aus den Versuchen des 
vorhergehenden Abschnitts noch nicht gezogen werden, weil beim Koch- 
salz, wenn auch in geringerem Make, mit der gleichen Wirkung, wie sie 
bei Verfahren 1 fiir Sorbit gefunden wurde (S. 216), gerechnet werden muB. 
Dieser Verdacht wurde bestatigt durch einige nur mit Rhodotorula ange- 
stellte Versuche. Die Zellen wurden in Versuch 5 mit 0,42 m Lactoselésung 
(osmotischer Wert 10 Atm.) bzw. 0,75 m Glycerinlésung (osmotischer 
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Wert 17 Atm., das ist das Mittel zwischen Ko. und So-Nihrlésung) 
gewaschen, in diesen Lésungen suspendiert, mit der Schalenmethode bei 
40% r. D. getrocknet und im Plattenverfahren auf die Uberlebensfahig- 
keit getestet. 

Die Auswertung der Platten ergab zunachst, da die in Glycerin- 
Lésung eingetrockneten Zellen ausnahmslos abgetétet waren, vielleicht 
eine Folge der groBen Permeabilitat des Glycerins und seiner beim An- 
trocknen der Zellen anscheinend sehr starken physiologischen Wirkungen. 
Einen besonders schadigenden Einflu8 beim Eintrocknen von Laubmoosen 
in Glycerinlésungen hat tibrigens auch IRMscHER (1912) festgestellt. 

Bei der in Lactoselésung eingetrockneten Hefe sind die Uberleben- 
denzahlen fiir So-Hefe zwar gréBer als fiir Ko-Hefe (Tab. 9), aber sie 
liegen noch in der gleichen GroBenordnung. Wegen der groBen Streu- 
ung der Werte la8t sich der Unterschied nicht statistisch sichern 
(P = 0,042). Ein Parallelversuch (6) lieferte ebenfalls das Ergebnis einer 
nur schwachen Erhéhung der Uberlebendenzahl bei So-Hefe. 


Tabelle 9. Uberlebendenzahlen von Rhodotorula-Zellen, die in Lactoselésung 
eingetrocknet waren ( Versuch 5) 


Kol Ko2 | aoa. | So 2 
2,1 4,1 2,8 | 4,9 
3,5 4,9 5,1 8,8 
3,0 3,6 5,8 | 6,4 


In Versuch 7 wurde die mit Lactoselosung gewaschene Rhodotorula in 

diinner Schicht auf sterilisiertes Filterpapier aufgetragen, so getrocknet 
und danach mit physiologischer Kochsalzlésung abgeschwemmt. Die 
Uberlebendenzahl wurde wie in Versuch 3 (8. 217 ) bestimmt. Die Absterbe- 
quote war von der gleichen GréBenordnung wie beim Antrocknen auf 
Objekttragern, es zeigten sich jedoch hier tiberhaupt keine Unterschiede 
_ zwischen Ko- und So-Hefe! 
Es war daher zu priifen, ob die erhdhte Uberlebendenzahl der So-Hefe 
in Versuch 5 und 6 beim Trocknen aus einer Aufschwemmung in Lactose- 
lésung nicht auf einem Nebeneffekt beruht: Die Hefe befand sich, bis 
das Wasser der Lésung verdunstet war, mehrere Stunden in dieser nun 
immer konzentrierter werdenden Lésung. Hierdurch mag die Ko-Hefe 
bereits teilweise geschaddigt worden sein, im Gegensatz zu der méglicher- 
weise schon an eine zuckerahnliche Substanz angepaBten So-Hefe. Ich 
ging daher zu Verfahren 4 iiber. 


c) Antrocknen unter Zusatz von Sorbit zur Ko-Hefe (Verfahren 4, s. S. 217) 

Backerhefe (Einzell-Kultur) wurde in Versuch 8 in 4 Anzuchtkolben 
ohne und in 2 mit Sorbit vorgezogen. Nach erfolgter Anzucht wurde vor 
der weiteren Verarbeitung der Hefe in 2 der Kontrollkolben Sorbit bis 
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zur gleichen Konzentration wie bei den So-Kolben zugegeben (,,Ks‘‘- 
Hefe). Die abzentrifugierte Hefe wurde auf Objekttragern getrocknet. 
Ein Methylenblautest vor dem Antrocknen (Tab. 10) ergab, daB die 
Ko-Hefe durch die plétzliche Zugabe von Sorbit geschadigt wird. Offen- 
bar vermégen die Zellen der plétzlichen osmotischen Beanspruchung nicht 


Tabelle 10. Prozentsétze (Mittelwerte) wngefirbter Zellen im Methylenblau-Test nach 
erfolgter Anzucht und nach Zugabe von Sorbit zur Ko-Hefe (= Ks-Hefe) (Versuch 8) 


Kol | Ko2 | Ksi | Ks2 | S01 So2 


96: 4.5) 98 iniiea [ORS rug jAczOneh) ahiOT Mghanniee 


standzuhalten; der schnelle und hohe Wasserverlust (FUCHTBAUER) tibt 
vermutlich eine starke Wirkung auf die Plasmastruktur aus und zerstort 
die semipermeable Membran bei vielen Zellen, deren Plasma dann den 
Farbstoff aufnimmt. F 

Der Methylenblau-Test der angetrockneten Zellen (Tab. 11) ergab 
gleiche Uberlebendenzahlen bei Ko- und Ks-Hefe und wesentlich gréBere 
bei So-Hefe. 


Tabelle 11. Uberlebendenzahlen von Béckerhefe (Einzell-Kultur), 
die 3 Tage in verschiedenen Luftfeuchtigkeiten angetrocknet war (Versuch 8) 


% r.D | Kol Ko2 | Ks1 | Ks 2 | So1 | So 2 
60 41 32 49 36 94 91 
40 0 4 5 4 48 63 
20 0 0 1 0 24 35 

0 0 0 0 0 4 15 


Diese Unterschiede sind nur noch schwer durch eine Wirkung des zwi- 
schen den Zellen befindlichen Sorbits zu erklaren; die gleich niedrige 
Uberlebendenzahl von Ko- und Ks-Hefe macht die Annahme einer 
Schutzwirkung des Sorbits hier sehr unwahrscheinlich. Doch kénnte man 
einwenden, dai} die Ks-Zellen, wie der Methylenblau-Test der nicht ange- 
trockneten Proben zeigt, durch die plétzliche Sorbitzugabe insgesamt 
eine Schadigung erfahren haben, die nur bei einem Teil — entsprechend 
dem Prozentsatz gefarbter Zellen (Tab. 10) — letal war. Nur dieser Teil 
wird bei der Berechnung der Uberlebendenzahl beriicksichtigt, nicht aber 
eine eventuelle Teilschadigung der iibrigen Zellen schon vor dem Trock- 
nen. Im folgenden wurde auch diese Méglichkeit noch ausgeschaltet. 


3. Nachweis der Resistenzzunahme bei Backerhefe 
In mehreren Versuchen mit beiden Hefearten wurde die So-Hefe vor 
dem Antrocknen ebenso wie die Ko-Hefe mit physiologischer Kochsalz- 
lo6sung oder aqua dest. gewaschen. 
Kin Vorversuch zeigte fiir Backerhefe, daB die Zahl der Methylenblau- 
gefiirbten So-Zellen durch Uberfiihren aus der Sorbitlésung in aqua dest. 
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nicht steigt. Fiir Rhodotorula dagegen ergaben Impfungen der gleichen 
Zahl in aqua dest. gewaschener ungetrockneter Zellen eine leichte Ernie- 
drigung der Keimzahl bei So-Zellen, wie es auch CHRISTOPHERSEN u. 
Precut (1952a, Tab. 1) bei Torulopsis kefyr gefunden haben. Die plotz- 
liche Erniedrigung der Konzentration im AuBenmedium schadigt also 
bei Backerhefe die So-Zellen zum mindesten nicht letal, wahrscheinlich 
gar nicht, wahrend sie bei Rhodotorula zum Verlust der Vermehrungs- 
fahigkeit eines Teiles der So-Zellen fiihrt. 

3 Versuche mit Rhodotorula (Kinzell-Kultur), in denen die mit aqua 
dest. oder physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen Zellen nach 
beiden Methoden getrocknet wurden, ergaben keinen Unterschied der 
Uberlebendenzahlen von Ko- und So-Rhodotorula nach Antrocknen in 
20%, 40%, 60% und 80% r. D. 

Da die So-Hefe durch die Uberfithrung in ein Milieu mit niedrigerem 
osmotischem Wert geschadigt worden sein kénnte (wofiir die besonders 
starke Erniedrigung des Kaliumgehaltes von gewaschener So-Rhodoto- 
rula, vgl. FicHTBAUER, einen Hinweis liefern kann), ist es auf Grund 
dieser Versuchsergebnisse nicht moglich, eindeutig zu entscheiden, ob bei 
Rhodotorula eine Resistenzerhbhung durch Anzucht in hypertonischer 
Sorbitlésung stattfindet oder nicht. 

Anders verliefen dagegen 4 Versuche mit Backerhefe (je 2 Parallel- 
versuche mit der Objekttraégermethode und mit der Schalenmethode), 
die ubereinstimmend eine héhere Resistenz der So-Hefe ergaben, auch 
wenn diese in physiologischer Kochsalzlésung oder aqua dest. eintrock- 
nete: Tab. 12 zeigt die Uberlebendenzahlen aus Versuch 9, in welchem 
die mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschene Hefe auf Objekt- 
tragern trocknete. 


Tabelle 12. Uberlebendenzahlen von Backerhefe, Einzell-Kultur (Versuch 9) 


20% r. Dr. 40% r. D. : 
Kol Ko 2 Sol So 2 Kol Ko2 Sol So 2 
1 0 16 20 5 2 86 ef 
1 0 13 38 10 72 80 69 
0 2 25 20 my 8 65 45 
1 0 28 10 
1 1 i) 18 


Um auch kleine Unterschiede in der Schichtdicke bei der Schalen- 
methode auszuschalten, wurde in Versuch 10 die 3mal auf der Zentrifuge 
mit aqua dest. gewaschene Hefe in einer dem Volumen des Sediments 
proportionalen Menge aqua dest. suspendiert; von diesen Suspensionen 
wurden je 2 ml in offene Filmdosen (aus Plexiglas), Bodendurchmesser 
3 cm,(je 2 fiir eine bestimmte Luftfeuchtigkeit und je Anzuchtkolben) 
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pipettiert; so wurde mit gleicher Suspensionsdichte und gleicher Schicht- 
fliche in allen Proben die gleiche Schichtdicke hergestellt. Nach 3 Std 
hatte sich die Hefe so fest abgesetzt, daB das itiberstehende Wasser ab- 
gegossen werden konnte. Sie wurde in verschiedenen Luftfeuchtigkeiten 
5 Tage getrocknet. In 70% und 80% r. D. (Tab. 13) ist bei So-Hefe, im 
Gegensatz zur Ko-Hefe, noch keine Schadigung eingetreten; bei Ko- 
Hefe ist die Schadigung in beiden Luftfeuchtigkeiten gleich. Der Versuch 
zeigt, daB die wesentlich erhéhte Trockenresistenz der in hypertonischer 
Sorbitlésung angezogenen Hefe auch nach dreistiindigem Lagern in 
aqua dest. erhalten bleibt. 

Fir Backerhefe ist eine Erhéhung der Trockenresistenz durch Anzucht 
in Sorbitlésung hoher Konzentration damit erwiesen. 


Tabelle 13. Mittelwerte der Uberlebendenzahlen von getrockneter Bdckerhefe, 
Hinzell-Kultur (Versuch 10) 


%r.D. | Kol Koz "| Kos’ | “sor } =) soa! ©) 00x 
90 100 100 100 | 100 100 100 
80 84 80 85 | 96 100 97 
70 87 79 tk ads line 100 95 
60 54 39 31 | 80 63 73 


III. Resistenzversuche mit Chlorella 

Die mit und ohne Sorbit angezogenen Algen wurden abzentrifugiert, 
mit 0,42 m Lactoselésung (wie Rhodotorula in Versuch 5) gewaschen 
und in wenig Lactoselésung suspendiert. Je 2 ml dieser Suspensionen 
wurden in kleine Petrischalen pipettiert; das meiste Wasser trocknete 
ich mit einem F6n weg, dann wurden die Zellen 2 Tage in 60% r. D. 
getrocknet und danach in aqua dest. resuspendiert; mit diesen Sus- 
pensionen beimpfte ich je einen neuen Kolben, und zwar auch die So- 
Algen in normale Nahrlésung. Diese Kolben wurden belichtet und beliiftet 
wie bei der Anzucht. 

In Versuch 11 ergab ein Vergleich der Zellenzahlen jedes dieser Kolben 
direkt nach dem Beimpfen mit den Zahlen nach 6 Tagen Kultur, daB in 
den Ko-Kolben keine Vermehrung stattgefunden hatte, waihrend die So- 
Algen sich in dieser Zeit etwa auf das Vierzehnfache vermehrt hatten. 

In Versuch 12 bestimmte ich in den zum Beimpfen nach erfolgtem An- 
trocknen benutzten Suspensionen die Zellenzahlen und impfte in jeden 
Kolben die gleiche Zahl. Das Ergebnis war das gleiche wie in Versuch 11: 
nach 4 Tagen Kultur hatten die Suspensionen der So-Algen schon eine: 
kraftige Griinfarbung, wiihrend die Ko-Algen-Suspensionen noch vollig: 
farblos waren (Tab. 14). 


Wegen der auf 8. 219 geiuBerten Bedenken gegen die Methode des Hin-: 
trocknens aus Lactoselésung wurden in Versuch 13 (mit je 3 Anzuchtkolben fir 
Ko- und So-Algen) die Zellen vor dem Antrocknen 3mal mit aqua dest. gewaschen,' 
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entsprechend dem Sedimentvolumen in wenig aqua dest. suspendiert und zu je 1 ml 
in Petrischalen ausgebreitet. Ein weiterer Teil der Algen wurde nach dem Waschen 
scharf abzentrifugiert und mit dem Spatel in diinner Schicht auf Objekttrager 
aufgetragen (Ko’ und So’). Nach Trocknen der Algen wie in den vorigen Versuchen 
wurden neue Kolben mit je der gleichen Zahl der angetrockneten Zellen beimpft. 


Tabelle 14. Hatinktionswerte der Suspensionen der getrockneten Algen nach 4 Tagen 
Kultur, gemessen im Putrricu-Photometer mit Rotfilter (1 cm-Kiivette). Versuch 12 


Kol | Ko 2 | Sol | So2 


OFM oer }eiosml jis 


Zur Kontrolle beimpfte ich noch je einen Kolben mit ungetrockneten Algen aus 
-jedem Anzuchtkolben. Wahrend die Zellen sich in jedem dieser 6 Kolben und 
-ebenso in den mit So-Algen des getrockneten Materials beimpften Kolben normal 

vermehrten, zeigten die mit Ko-Algen des getrockneten Materials beimpften Kolben 

auch nach 9 Tagen noch keinerlei Farbung (Tab. 15). 


Tabelle 15. Hatinktionswerte der Suspensionen der getrockneten Algen nach 6 Tagen 
Kultur ( Rotfilter, 0,25 cm-Kiivette). Versuch 13 


Kol | Ko 2 | Ko 3 | Ko’ | Sol | So 2 | S03 | So’ 


0,081 | 0,083 | 0,075 | 0,055 | 030] 034 | 022 | 0,13 


Wie in den Versuchen 11 und 12 wurden also auch hier die Ko-Algen 
durch Antrocknen in 60% r. D. quantitativ abgetotet, wahrend von den 
So-Algen zumindest ein betrachtlicher Teil am Leben blieb. Damit ist 
auch fiir Chlorella eine Erhéhung der Trockenresistenz infolge 
Anzucht in hypertonischer Sorbitlosung erwiesen. 


IV. Cytologische Beobachtungen und Messungen 
an der Einzelzelle 
In allen Versuchen wurden Proben der Mikroorganismen aus den 
Anzuchtkolben entnommen und auf mikroskopisch sichtbare Unter- 
schiede zwischen den Sorbit-angezogenen Zellen und den Kontrollen 
untersucht. Ferner wurden in einigen Versuchen die Gewichte der Ein- 
zelzellen bestimmt. Dabei ergab sich folgendes: 


a) Backerhefe 

In jedem Falle hatten die So-Zellen wesentlich kleinere Vacuolen 
(Abb. 1 und 2). Mewus (1953) fand in Ubereinstimmung damit. bei 
Backerhefe besonders groBe Vacuolen nur dann, wenn die Hefe in nicht 
wasserentziehenden Losungen angezogen war. 

In keinem Falle war aber zwischen Ko- und So-Zellen ein Unterschied 
in der durchschnittlichen GréBe festzustellen. Also ist das Plasma- 
volumen bei So-Zellen gréBer als bei Ko-Zellen, ein Befund, der 
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fiir die Diskussion der Ursachen der gefundenen Resistenzerh6hung von 
Wichtigkeit ist (FUCHTBAUER). 

Ich bestimmte auch in einigen Fallen die Gewichte je Zelle. Suspen- 
sionen, von denen in Verdiinnungen die Zellenzahl festgestellt worden 
war, wurden zentrifugiert, vom Sediment wurden Frischgewicht und 
Trockengewicht bestimmt. Auch hier ergaben sich keine Unterschiede 
zwischen Ko- und So-Zellen, die mit aqua dest. gewaschen waren. 


Abb. 1. Ko-Bickerhefe 


101° Zellen haben ein Frischgewicht (einschlieBlich intercellularem Wasser) 
von 1,4—1,7 g und ein Trockengewicht von 0,29—0,33 g. Diese Werte 
stimmen mit den von SELIBER u. KATZNELSON (1929) gefundenen tiberein. 


b) Rhodotorula 


Auch hier waren in jedem Falle die Vacuolen bei den So-Zellen kleiner als bei den 
Ko-Zellen oder iiberhaupt nicht zu sehen. Uber die ZellengréBe kénnen hier schwer 
genaue Angaben gemacht werden, weil sie bei den einzelnen Zellen sehr unter- 
schiedlich ist. Doch war in den meisten Versuchen bei der So-Hefe der Anteil relativ 
groBer Zellen kleiner. In Versuch 7 z. B. war der Durchmesser der gréBten Ko-Zellen 
11 mal so gro8 wie der der gréBten So-Zellen. Diese Befunde stimmen mit den 
Ergebnissen iiber den stark erniedrigten Wassergehalt der So-Zellen bei Rhodotorula 
(FUcHTBAUER) iiberein. 


c) Chlorella 


Die durchschnittliche GroBe der Sorbit-angezogenen Zellen hing sehr 
von der Geschwindigkeit der Sorbitzugabe ab. Je schneller der Sorbit 
zugegeben wurde, desto gréfer waren die Zellen, und desto mehr war 
ihre Vermehrungsgeschwindigkeit herabgesetzt. Nach Sorbitzugabe 
innerhalb von 5 (bzw. in einem anderen Versuch von 3) Tagen z. B. hatten 
die So-Algen das 2,5 (8) fache Volumen der Ko-Algen, und ihr Trocken- 
gewicht (je Einzelzelle) war um den gleichen Faktor erhéht. Ihre Zahl im 
Volumen Nahrlésung war aber nur 60° (25%) der der Ko-Algen (bei 
gleicher Zellenzahl in Ko- und So-Kolben vor der Sorbitzugabe). 
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Diese starke Reaktion von Chlorella aut Unterschiede in der Geschwin- 
digkeit der Zugabe des wasserentziehenden Mittels ist von Bedeutung fiir 
die Beurteilung einer Adaptation an dieses, 


Besprechung der Ergebnisse 


Die hier angewendete Methodik des osmotischen Wasserentzuges be- 
dingt, daB die nachgewiesene Erhéhung der Trockenresistenz der Zellen 
von Backerhefe und Chlorella infolge Anzucht in einer N. ahrlésung mit 
hoher Sorbitkonzentration nicht unbedingt als Anpassung an den hohen 
osmotischen Wert des Mediums mit der Folge einer Erhéhung der Trok- 
kenresistenz (,,Resistenzadaptation“; vgl. CHRISTOPHERSEN u. Precut 
1953 fiir Temperaturresistenz) gedeutet zu werden braucht, weil die 
- Wirkung des wasserentziehenden Mittels, hier also des Sorbits, auf bio- 
- chemische Reaktionen nicht ausgeschaltet werden kann. 

Bei der Backerhefe ist eine solche Wirkung sogar sicher: Es wurde eine 
enzymatische Adaptation an Sorbit festgestellt. Keine Anhaltspunkte 
gibt es dafiir, ob die Enzymumstellung auf Sorbit die Trockenresistenz 
der Zellen beeinfluBt. So wenig diese Méglichkeit ausgeschlossen werden 
kann, so wahrscheinlich ist doch im Hinblik auf die starke osmotische 
Wirksamkeit des Sorbits und die relativ geringe Veratmung von Sorbit 
(Tab. 3), daB eine Resistenzadaptation zumindest den groBten Teil der 
Resistenzerhéhung der So-Hefe bedingt. Fiir eine Anpassung an den hohen 
osmotischen Wert der Sorbitlésung spricht auch der Befund, da8 der in 

_hypertonischer Sorbitlésung angezogenen (So-)Hefe in dieser Lésung 
wesentlich weniger Wasser entzogen wird als der in normaler N. ahrlosung 
angezogenen (Ks-)Hefe (FUCHTBAUER). 

Bei Chlorella kann eine Resistenzadaptation als sicher gelten, weil 
nachgewiesen wurde, dafs der Sorbit von diesem Organismus auch nach 
Anzucht in Sorbitlésung unter den hier angewendeten Versuchsbedin- 
gungen nicht veratmet wird. Hier wirkt der Sorbit also héchstwahrschein- 
lich ausschlieBlich osmotisch — wenn man von der Viscositatserhohung 
der Nahrlésung, die wohl eine Behinderung der Heranfiihrung neuer 
Nahrstoffe zur Folge hat, und von der Verinderung der Grenzflichen- 
spannung zwischen Zelle und Nahrldsung (v. WEIHE 1955) absieht. 

Hine Adaptation an die hohe Sorbitkonzentration wird bei Chlorella 
auch durch das unterschiedliche Verhalten der Algen bei langsamer und 
schneller Sorbitzugabe deutlich: Wahrend die Algen sich an gentigend 
‘kleine Sorbitgaben anpassen und sich dann normal vermehren kénnen, 
beeintrachtigen gréBere Sorbitgaben die Vermehrungsgeschwindigkeit 
erheblich und bewirken GroBenzunahme der Zellen, entsprechend den Er- 
gebnissen von v. W1TscH (1948) tiber die umgekehrte Proportionalitaét von 
Vermehrungsgeschwindigkeit und Zellengr6Be in gut wachsenden Kul- 
turen. In Ubereinstimmung damit fand auch B. Scuréper (1954) bei 
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Chlorella aut festen Nahrbéden in erniedrigter r. D. eine starke GroBen- 
zunahme der Zellen, wohl auch im Zusammenhang mit verringerter Ver- 
mehrungsgeschwindigkeit. Dagegen kann der hier mitgeteilte Befund 
nicht in Zusammenhang gebracht werden mit den Angaben von BERG- 
MANN (1955) iiber die Zunahme des Zellvolumens von Chlorella in mixo- 
trophen Kulturen, weil dort die Zellenzahl erheblich gré8er ist als in den 
autotrophen. 

Auch der Befund von GREENFIELD (1942), daB die Photosynthese von 
Chlorella in Rohrzuckerlésung schon von der Konzentration 0,4m an 
schwach und ab 0,7m stark gehemmt wird, spricht, verglichen mit 
meinem Ergebnis, da8 keine sichtbare Wachstumshemmung in der 1 m 
Sorbitlésung zu beobachten war, fiir eine erh6hte Widerstandsfahigkeit 
der adaptierten Algen gegen den osmotischen Wasserentzug. 

Bei Rhodotorula konnte kein Hinweis auf Adaptation gefunden 
werden: Eine ResistenzerhGhung der Sorbit-angezogenen Zellen konnte 
nicht sicher nachgewiesen werden ; dementsprechend wird diesen in hyper- 
tonischer Lésung ebensoviel Wasser entzogen wie den Kontrollen 
(FUCHTBAUER). 

In Kulturen von Einzellern, die sich rasch vermehren, kann nicht ohne 
weiteres entschieden werden, ob die Zellen sich modifikativ anpassen — 
wie es fiir seine Versuche Burork (1950) vermutet, der eine geringe An- 
passsung einiger Bakterien- und Hefearten an niedrigen r. D. beobachtete 
(s. auch HEINTZELER 1939 fiir Aspergillus glaucus) — oder ob wahrend 
der Anzucht angepaBte Mutationen entstehen, die den iibrigen Zellen in 
der konzentrierten Lésung iiberlegen sind und daher einen héheren 
Selektionswert besitzen. Das gilt auch fiir die Versuche von CHRISTO- 
PHERSEN u. PREouT (1950—1952 b) tiber Hitze-Adaptation, soweit diese 
Autoren nicht (1952 a) durch Anzucht in stickstofffreiem Medium eine 
Vermehrung der Zellen verhinderten, sowie von TAKADA (1953), der aber 
fiir seine Versuche die Entstehung von Mutationen wahrscheinlich 
machen kann. Dagegen konnte Voss (1952) bei Bakterien durch ver- 
schiedene Wachstumsart der Kolonien auf festen Nahrbéden eine modi- 
fikative Anpassung (ebenfalls an hohe Salzkonzentationen) von einer 
durch Auslese resistenter Zellen erfolgten unterscheiden; und bei enzy- 
matischer Adaptation von Backerhefe an Galaktose stellen auf der einen 
Seite Winer u. Roperts (1948) eine Anpassung der ganzen Original- 
Population fest, MunpKuR u. LINDERGEN (1949) andererseits Mutation 
eines Gens und Selektion der mutierten Zellen. Fiir die Fragestellung der 
hier mitgeteilten Versuche war die Art der Anpassung von untergeord- 
neter Bedeutung, weil es hauptsachlich auf Unterschiede in bestimmten 
Kigenschaften der Zellen ankam (FUCHTBAUER). 

In der Natur findet, wie bekannt ist, eine Anpassung niederer Pflanzen 
an Wasserentzug in grobem Mae statt: Einerseits kénnen sich die 
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Organismen an niedrige Luftfeuchtigkeit anpassen, z. B. die als griiner Be- 
lag auf Baumrinde wachsenden Chlorococcales und andere Algen; sofanden 
auch Montrort (1937) sowie Brest (1938) bei Algen der Gezeitenzone 
vollige Ubereinstimmung zwischen Trockenresistenz und Standort: je 
weniger dieser von Wasser bespiilt wird, desto gréBer ist die Trocken- 
resistenz der dort wachsenden Algen; eine Adaptation von Moosen an die 
Feuchtigkeitsbedingungen des Standorts, fiir die schon G. ScHRODER 
(1886) und besonders InmscHuR (1912) experimentelle Befunde an Laub- 
moosen beibrachten, ist von H6FLER (1950) bei M etzgeria conjugata und 
Lophoza barbata an Individuen eines Standortes, dessen Feuchtigkeits- 
bedingungen sich anderten, nachgewiesen worden. — Andererseits ist 
auch die Anpassung osmophiler Mikroorganismen an hohe Zucker- und 
Salzkonzentrationen bekannt (s.z.B. Krommer u. Krumpyouz 1931, 
1932, SCHACHINGER u. Hiss 1951, Diskus 1953); bei Backerhefe zeigte 
TakaDaA (1953), daB die in hohen Salzkonzentrationen angezogene Hefe 
in der dreifachen Konzentration desselben oder eines ahnlichen Salzes 
wesentlich spater als die Kontrollen oder gar nicht plasmolysierte. (Auch 
in Takapas Versuchen findet gleichzeitig eine spezifische Adaptation 
statt, dort an die verschiedenen Ionen). 

Die Moglichkeit einer kausalen Verkniipfung dieser beiden physika- 
lisch so verschiedenartigen Mechanismen des Wasserentzuges wird durch 
den hier beschriebenen Befund eines Trockenresistenzerwerbs infolge 
Anpassung an den hohen osmotischen Wert einer Lésung gezeigt. Hierzu 
haben auch schon RaseE (1905) sowie Brest (1938) Versuchsergebnisse 
beigebracht: Ersterer teilte mit, daB das Mycel einer Penicilliwm-Art, 
welches in einem Tropfen Zuckerlésung wuchs, den er allmahlich konzen- 
trierter werden lieB, resistenter gegen Antrocknen war als ein Mycel von 
normalem Nahrmedium; letzterer fand die (trockenresistenteren) Algen 
der oberen Gezeitenzone gegen (verdiinntes und) eingeengtes Seewasser 
weniger empfindlich als die Algen der tieferen Zonen. 


Zusammenfassung 


1. Backerhefe, Rhodotorula glutinis und Chlorella pyrenoidosa wurden 
als Massenkulturen in Nahrl6sungen mit Zusatz von Sorbit (1,1 m fiir die 
Hefen, 1,0 m fiir die Alge) und zum Vergleich ohne Sorbitzusatz ange- 
zogen. 

2. Bei Backerhefe wurde enzymatische Adaptation an Sorbit festge- 
stellt. Chlorella veratmete Sorbit auch nach Anzucht in Sorbitlésung nicht. 

3. Die in hypertonischer Sorbitlésung angezogenen Backerhefezellen 
hatten bei gleichem Trockengewicht je Zelle ein groBeres Plasmavolumen 
als die Kontrollen. 

4, Setzt man zu einer Chlorella-Kultur Sorbit zu, so geht eine normale 
Vermehrung nur bei kleinen Sorbitgaben weiter, wahrend groBe Sorbit- 

16% 
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gaben (also schnelle starke Erhéhung des osmotischen Wertes der Nahr- 
lésung) Einstellung der Teilung und VergréBerung der Einzelzellen zur 
Folge haben. 

5. Die in hypertonischer Sorbitlésung angezogenen Zellen von Backer- 
hefe und Chlorella waren wesentlich trockenresistenter als die 
Kontrollen; eine erhohte Trockenresistenz konnte auch nach Waschen der 
Zellen mit aqua dest. noch nachgewiesen werden. Diese Befunde werden 
als Resistenzadaptation an den hohen osmotischen Wert des Mediums 
gedeutet. 

6. Bei Rhodotorula konnte keine Trockenresistenzerh6hung bei Sorbit- 
Anzucht nachgewiesen werden. 


Fur die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die standige Anteilnahme an ihr 
mochte ich Herrn Prof. Dr. W. Stmonts herzlich danken. Mein Dank gilt ferner 
Herrn Prof. Dr. OswALD RicHTER, der mir zu seinen Lebzeiten mit manchem Rat ge- 
holfen hat. 
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Uber den Zusammenhang der Trockenresistenz 
einiger Einzeller mit ihrem Retentionswasser 
und Mineralstoffgehalt* 


Von 
WALTER FUCHTBAUER 


(Hingegangen am 22. November 1956) 


Eine vorangegangene Arbeit (FUcHTBAUER) hat gezeigt, dal die 
Trockenresistenz von Backerhefe und Chlorella nach Anzucht der Zellen 
in hypertonischer Sorbitlosung infolge Adaptation an den hohen osmo- 
tischen Wert dieser Lésung steigt; bei Rhodotorula konnte dagegen 
keine Trockenresistenzzunahme nachgewiesen werden. Adaptierte und 
nicht adaptierte Zellen dieser Arten dienten nun zu weiteren Unter- 
suchungen itiber die Ursachen der Trockenresistenzerhéhung. Ergebnisse 
solcher Untersuchungen an Einzellern lassen gleichzeitig Schliisse auf 
Trockenresistenzursachen auch von hoheren Pflanzen zu; denn auch bei 
diesen kann die Trockenresistenz stark von verschiedenen Eigenschaften 
der Einzelzelle abhangen. 


Sie kann einerseits mit bestimmten Strukturen der einzelnen Zellbestandteile — 
besonders Hydratation und Vernetzungsgrad (Stocker 1948, Smmonis 1952) — 
und mit deren chemischer Zusammensetzung (VASSILIEV u. VASSILIEV; HENRICT) 
zusammenhangen, andererseits auch mit dem physiologischen Zustand der Zelle, 
z. B. der Fermentaktivitat (PETRIE u. Woop, SyssakIAN u. KopyakowA, Kurs- 
SANOW, OpaRIN). Es werden im allgemeinen solche Eigenschaften sein, die auch die 
Trockenresistenz der Hinzelzelle selbst bedingen. 


Dabei interessierten vor allem der Wassergehalt und die fir die 
Trockenresistenz vielfach als zentrale GréBe angesehene Wasserbindung. 


Nachdem eine grofe Anzahl von quantitativen Bestimmungen des ,gebundenen 
Wassers‘“‘ von PreBsiften und Geweben im Zusammenhang mit der Untersuchung 
von Trockenresistenz (z. B. LeBpeDINCEV, CALVERT), Hitzeresistenz (FRIEDMANN 
u. Henry) und Frostresistenz (B. S. Meyer, DexTER) ausgefiihrt worden war 
(s. den Uberblick von GorTNER), hat O. WEISMANN in einer ausfiihrlichen klarenden 
Arbeit im Anschlu8 an kritische Uberlegungen von WALTER (1931; s. auch BRiees 
sowie WALTER 1955) gezeigt, daB sich bei Anwendung der verschiedenen Methoden 
zur Bestimmung des ,,gebundenen Wassers“ kein grundsatzlicher Unterschied 
zwischen kolloidalen und echten Lésungen ergibt. 


Demnach. ist bei Lésungen von kolloiddispersen wie von molekular- 
dispersen Stoffen eine Vermehrung des , gebundenen Wassers‘ immer die 


Bs Teilauszug aus einer Dissertation bei der Fakultat fiir Natur- und Geistes- 
wissenschaften an der Technischen Hochschule Hannover, 1956. 
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Folge einer Erniedrigung des Wasserdampfdruckes der Lésung, in der das 
Wasser ,,gebunden“ ist, sei es nun, daB der Wasserdampfdruck einfach 
durch eine Vermehrung der Zahl der gelésten Teilchen pro Volumen er- 
niedrigt wird oder — bei konzentrierten Lésungen — zusatzlich durch 
VergréBerung der Anziehungskraéfte zwischen gelésten Teilchen und 
Wasser, also der Hydratationskrafte. Auch diese zweite Ursache einer 
Dampfdruckdepression kommt fiir das Cytoplasma in Frage, weil es mit 
einem Wassergehalt von 70—80% als konzentrierte kolloidale Losung 
anzusehen ist, in der (FREY-WyssLine 1953, S. 177) der gréBte Teil des 
Wassers durch die Haupt- und Seitenketten der EiweiSk6rper lose ge- 
bunden ist. 

Da8 ein Zusammenhang zwischen der Hydratation der Plasmakolloide 
und der Resistenz der Zelle besteht, liegt auf Grund der Ergebnisse 
mehrerer Autoren nahe: 


Der Erwerb einer erhéhten Kalteresistenz, die mit der Trockenresistenz eng 
zusammenhiangt (Lrvirr, 1941 und 1951; SmmrvovircH u. Brices, 1953; PIsEK u. 
LagcHer), geht wahrscheinlich, wie Kusster u. RuHLAND durch Viscositats- 
messungen (s. unten) zu zeigen suchten, mit einer Hydratationserhéhung des 
Plasmas einher, und diese Autoren konnten wahrscheinlich machen, daB die ver- 
mehrte Hydratation die Ursache der erhéhten Kialteresistenz ist. Auch JEREMIAS 
fand eine Erhéhung der Plasmaviscositat bei frostgeharteten Pflanzen (Winter- 
weizen). Fiir die Hitzeresistenz einer Hefeart fanden CHRISTOPHERSEN u. PRECHT 
(1952b, 1953) die gleiche Parallelitit (s. aber Diskussion); Bogen fiihrt die Hitze- 
resistenz zum Teil auf die Stabilitat des Plasma-Hydratationsmusters zuriick. 
CHRISTOPHERSEN u. PREcHT (1952a) zeigten auBerdem, indem sie der Hefe osmotisch 
Wasser entzogen, da die Hitzeresistenz bei Abnahme des ,,freien‘‘ Wassers, das 
nicht in Hydrathiillen festgelegt ist, steigt, wie es schon STILLE bei Backerhefe fiir 
Kalteresistenz gefunden hatte. Dem entspricht der Befund, da die Temperatur- 
resistenz auch bei Mehrzellern zunimmt, wenn man diese austrocknet (fiir Kalte- 
resistenz s. z. B. IRMSCHER sowie PIsEK 1952, fiir Hitzeresistenz SAPPER, BOGEN, 
O. L. Lange). 


Fiir die Trockenresistenz finden sich aus Messungen der Plasmaviscosi- 
tat Hinweise auf einen ursiichlichen Zusammenhang mit der Kolloid- 
hydratation oder dem Vernetzungsgrad des Plasmas. 


So fand H. Scumrpr die Plasmaviscositat von Lamium maculatum in Trocken- 
kulturen erhéht, und Scumrpt, DrwaLp u. Stocker zeigten, daB trockenresistente 
Rassen einiger Getreidearten und von Zuckerriiben viscoseres Plasma haben als 
trocken-empfindliche. Fiir die Viscositatssteigerung geben diese Autoren zwei még- 
liche Ursachen an, naimlich 1. Entquellung des Plasmas und damit Aneinander- 
riicken der Micelle (s. hierzu z. B. SrAt¥nLr), und 2. erhdhte Hydratation. Nur die 
letztgenannte Ursache war im Zusammenhang mit anderen Ergebnissen von 
KessLER u. RUHLAND angenommen worden, wihrend SrockrR (1948) in seiner 
Theorie der Diirreresistenz fiir die Restitutionsphase (die von den genannten 
Arbeiten behandelt wird) die ViscosititserhGhung auf festere Vernetzung und 
groBere Dichte des GeriisteiweiBes zuriickfiihrt. Hierzu brachte Smonis (1952) 
einen neuen Gesichtspunkt, indem er zeigte, daB bei Nasturtium officinale in 
Trockenkulturen die Plasmaviscositiat trotz vermehrtem Wassergehalt pro Trocken- 
gewicht erhéht ist. (Kine Erhdhung des Wassergehaltes/Trockengewicht in Trocken- 
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kulturen konnte WeRK bei Nasturtiwm, Tradescantia und Sedum _ bestitigen.) 
SmMonIs diskutiert als Deutung fiir diesen Befund u. a. verstirkte Plasmahydra- 
tation und die Aufrechterhaltung eines stabilen Hydratationsmusters unter Diirre- 
bedingungen. Dagegen machen aber WALTER u. ELLENBERG geltend, da8 der 
erhéhte Wassergehalt auf eine VergréBerung der Vacuole und damit die erhdhte 
Viscositaét doch auf Plasma-Entquellung zuriickfiihrbar sei; bei erhéhter Hydra- 
tation vergréBere sich das Plasmavolumen, und es miisse eine Abnahme der Viscosi- 
tat eintreten. 

Diese Forderung ist aber nicht fiir jeden Fall berechtigt. Sieht man 
davon ab, da das Verhalten des Cytoplasmas in bezug auf seine Visco- 
sitat schwer vorauszusagen ist — z. B. wegen des Einflusses von Gestalt 
und Ladung (EDsALL) sowie Zahl der Teilchen (NorTHEN), Vernetzungs- 
grad (Frey-Wysstine 8. 178) und Knauelbildung (Erricn u. Marr) der 
Proteinketten, — so hangt doch die Viscositat, in niedrigen Konzentra- 
tionen (bei Proteinen nach Epsatt bis 3 Volum-°%) gemaB der Gleichung 
von EINSTEIN, in erster Linie vom Volumen der gelésten Teilchen, bezo- 
gen auf den ccm der Lésung, ab; sie steigt mit steigendem Teilchen- 
volumen/cem. Es kommt nun darauf an, ob das in vermehrter Hydra- 
tation festgelegte Wasser aus dem intermicellaren Wasser stammt oder 
von auBen (oder aus der Vacuole) entnommen ist (bzw. aus dem inter- 
micellaren Wasser, das dann von auBen her wieder aufgefiillt wird). Im 
ersten Fall wird bei gleichbleibendem Wassergehalt das Teilchenvolu- 
men/cem erhéht, unter Gleichbleiben oder Verkleinern (s. unten) des Ge- 
samtvolumens des Cytoplasmas. Im zweiten Fall wird das Teilchen- 
volumen/ccm nur dann gleichbleiben, wenn die Teilchen indem Mafie aus- 
einanderriicken wie Wasser von auSen einstrémt (denn in der dichtesten 
Kugelpackung ist das Kugelvolumen/Gesamtvolumen unabhangig von 
der GréBe der Kugeln). Das ist aber nicht zu erwarten, weil die Dichte 
des Hydratwassers groBer ist als die des freien Wassers (HAUROWITZ, 
Kinrzet), worauf z. B. die Dichtezunahme von trockenem Protein bei 
Lésung in Wasser bis zu einem gewissen (niedrigen) Wassergehalt 
(NeuRATH u. Butt, Epsat) hinweist. Wahrscheinlich ricken daher zwar 
die Eiwei®molekiile infolge der vermehrten Hydratation auseinander, 
aber nicht in dem MaBe, daB nicht das Teilchenvolumen pro ccm ver- 
eréBert wiirde. Die Hydratationserhéhung wiirde dann also (bei Ver- 
gréBerung des Gesamt-Plasmavolumens) Viscositatssteigerung und Ver- 
mehrung des Wassergehaltes pro Trockengewicht bewirken, entprechend 
dem Befund von Simonts (1952) und dessen Deutung. 


Die genannten Arbeiten lassen also erwarten, dab ein Zusammenhang 
zwischen dem Wasserbindungsvermégen und der Trockenresistenz be- 
steht, wobei es zunachst offen bleibt, ob die erhéhte Wasserbindung die 
Folge einer Vermehrung der Teilchen in der Vacuole bzw. im intermicel- 
laren Wasser (also einer Zunahme des osmotischen Wertes) oder von 
verstarkter Hydratation oder auch Vernetzung des Plasmas ist. Es galt 
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nun, diesen Zusammenhang zu priifen und woméglich Gesichtspunkte fiir 
die Ursache einer erhéhten Wasserbindung zu erhalten. Ich bestimmte 
daher die Wassermenge, die die Zellen in Luft mit definierter Feuchtigkeit 
oder in einer hypertonischen Lésung noch zuriickzuhalten vermogen: 
das ,,Retentionswasser‘1 [Rw] der Zellen. Dazu war die Kenntnis des 
Stickstoffgehaltes, vor allem als Bezugsgré%e (Srmonts 1952), von 
Wichtigkeit. 

Nachdem auBerdem Srocker (1948) die Bedeutung der Kalium- und 
der Calciumionen fiir die Trockenresistenz zur Diskussion gestellt hat, 
und WERK bei héheren Pflanzen genauere Untersuchungen dariiber aus- 
fiihrte, schien es von Interesse zu sein, auch Mikroorganismen im Zu- 
sammenhang mit ihrer Trockenresistenz auf diese Ionen hin zu unter- 
suchen. 


1. Material 


Es wurden Zellen von Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe), Rhodotorula 
glutinis und Chlorella pyrenoidosa, die in normaler Nahrlésung angezogen waren 
(,,.Ko‘‘-Zellen), mit solchen verglichen, die in Nahrlésung mit Zusatz von 1,1 m (bei 
der Alge 1,0m) Sorbit angezogen waren (,,So‘‘-Zellen)?, weil die Trockenresistenz 
wenigstens von Backerhefe und Chlorella durch die Sorbitanzucht erhéht wird 
(FUcHTBAUER). Die Anzuchtmethoden sind die gleichen wie bei FUcHTBAUER. 


Material und Methoden 


2. Bestimmung des Retentionswassers [ Rw] 
a) Wassergehalt der Zellen nach Trocknen in Luft verschiedener Feuchtigkeit (Wt): 


Diejenige Wassermenge (Wt), die die Zellen in Luft mit einem bestimmten 
relativen Wasserdampfdruck (r. D.) zuriickzuhalten vermégen, wurde nach dem 
Prinzip des Verfahrens von Topp u. Lryirr bestimmt, das auch von CHRISTOPHER- 
SEN u. Precut (1952b) und von Lrvirr (1954) angewendet wurde. Rhodotorula und 
Chlorella wurden abzentrifugiert, die Backerhefe abzentrifugiert oder abgenutscht; 
dann wurden die Zellen gegebenenfalls gewaschen — d.h. beim Zentrifugieren: 
3 bis 4mal in frischer Waschlésung aufgeschwemmt und abzentrifugiert —, auf 
Stanniolblattchen aufgebracht und auf einer Torsionswaage gewogen (,,Frisch- 
gewicht™, Fr). AnschlieBend wurden die Stanniolblattchen mit dem Zellenmaterial 
in Gefafen mit verschiedener r. D. bis zur Gewichtskonstanz belassen. Hierzu 
dienten Kinmachglaser, die mit Schwefelsiiurelésungen entsprechender Konzentra-. 
tionen beschickt waren, iiber denen das Stanniolblittchen auf schrag gestellten 
Glasscheiben lag. Nach zwei Tagen war Gewichtskonstanz erreicht. Dann wurden die 
Proben gewogen (Gewicht: A) und bei 105° C 1 Std getrocknet, wonach eine dritte 
Wagung das Trockengewicht (Tr) ergab. Kontrollversuche zeigten, daB nach 1 Std 
Trocknen bei 105° C Gewichtskonstanz ganz oder fast ganz erreicht war. Im letzteren 
Falle nahm das Gewicht nur noch um Betrage ab, die innerhalb der Fehlergrenzen 
der Wagungen lagen. Der Wt ist dann = A — Tr. — Wichtig ist fiir diese Methode 
folgender Befund: Die Schichtdicke des Zellenmaterials hat nur auf die Zeit bis zum 
Kintritt der Gewichtskonstanz EHinfluB, in keiner Weise aber auf die Menge des 
entzogenen Wassers: Der Wt schwankte, wie ein Vorversuch zeigte, auch bei sehr 


* Wortbildung nach einem Vorschlag von Herrn Prof. Smwonis. 
* In normaler Nahrlésung angezogene Zellen, die nach der Anzucht in Sorbit- 
lésung aufgeschwemmt wurden, werden mit ,,Ks’’ bezeichnet. 
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unterschiedlicher Schichtdicke meist nur wenig und unabhangig von der Schicht- 
dicke. Wartet man also, bis Gewichtskonstanz eingetreten ist, so hat man die 
Gewiahr, da8 die unteren Zellschichten genau so stark (nur ungleich lang) getrocknet 
werden wie die oberen. 


b) Wassergehalt der Zellen in hypertonischer Lésung 

Von den in der hypertonischen Sorbitlésung suspendierten Zellen wurde der 
Wassergehalt aus der Differenz von Fr und Tr unter Eliminieren des intercellularen 
Wassers und Sorbits berechnet. 

Diese Bestimmungen des Rw laufen beide auf eine Messung des Wassergehaltes 
der Zellen bei einem definierten Wasserdampfdruck ihres Inhaltes hinaus. Denn 
_ ebenso wie die Zellen in Luft mit bestimmter Feuchtigkeit solange Wasser abgeben, bis 
ihr Wasserdampfdruck dem der Umgebung gleich ist, so wird auch den in hyper- 
- tonischer Lésung befindlichen Zellen solange Wasser entzogen, bis der Dampfdruck 
ihres Inhaltes dem der Lésung gleich ist. 


3. Stickstoffgehalt 


Der Kjeldahl-Stickstoff des getrockneten Materials wurde mit der Mikromethode 
von PaRNAS u. WAGNER bestimmt. 


4, Kalium- und Calciumgehalt 

Hierfiir wurden die gleichen Schwefelséurelésungen des veraschten Materials 
wie fiir die Stickstoffbestimmungen benutzt. Kalium und Calcium wurden mit dem 
Flammenphotometer nach Rreum-LancE (Modell II, Lange, Berlin) bestimmt. 
(Naheres s. bei WERK.) Die Eichsubstanzen wurden ebenso in Selen-Schwefelsaure 
erhitzt wie das Zellenmaterial. Jedesmal vor und nach 8 Messungen wurde eine 
Eichkurve aufgenommen. 

Versuche 

I. Stickstoffgehalt 

Wie Tab.1 zeigt, wird der Stickstoffgehalt, auf das Trockengewicht 
bezogen (N/Tr), bei Backerhefe und Chlorella durch Anzucht der Zellen in 
Sorbitlésung nicht gedndert. Dagegen wird er bei Rhodotorula erhoht, 
was man auf eine relative Plasmavermehrung zuriickfithren kann. 


Tabelle 1. Wasser-, Stickstoff-, Kalium- wnd Calciumgehalte der abzentrifugierten oder 
abgenutschten gewaschenen Gemische von Zellen + intercellularem Wasser 
Mittelwerte in Gewichts-%. W (Gesamtwasser) = Fr—Tr, Wt 80 = Wt bei 


80% r. D., weiteres sicehe Methoden 
Bickerhefe Rhodotorula Chlorella 

Versuch th 2 3 4 

Anzucht Ko So Ko So Ko So Ko So 
Tr/Fr 24,7 2557 26,5 26,1 15,6 15,8 
W/Tr 305 289 278 283 541 533 
Wt 80/Tr 22,9 24,2 20,3 21,9 20,6 19,8 bos7 12,4 
N/Tr 7,84 7,66 vidal 7,80 7,49 8,94 | 6,21} 6,23 
K/Tr 2,08 eval 2,03 1,61 1,92 1,03 1,07 0,86 
K/N 27 22 26 eel 26 12 17 14 
102 Ca/Tr oy 2,0 tT at oT 
Ca/N 0,35 | 0,26 11,4 | 5,8 
10-2 K/Ca 75 80 1,5, are 
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Von den Stickstoffbestimmungen am ungewaschenen Zellenmaterial sollen 
hier nur die Werte fiir Ko-Zellen betrachtet werden; zu den iibrigen Werten s. Ab- 
schnitt II. Vergleicht man die N/Tr-Werte von gewaschenen (Tab. 1) und unge- 
waschenen (Tab. 2) Ko-Zellen, so sieht man, daB sie bei gewaschenen iiberall um 
6—10% kleiner sind. Durch das Herauswaschen der intercellularen Nahrlésung 
k6énnen die Werte fiir N/Tr nur um 2—3% erniedrigt werden, wie eine Uberschlags- 
rechnung zeigt. Die restliche Verringerung mu darauf zuriickgefiihrt werden, daB 
ein Teil der léslichen Stickstoffverbindungen durch das mehrfache Aufschwemmen 
der Zellen in frischem Wasser herausgewaschen wird. 


II. Retentionswasser 


Im folgenden wird unterschieden zwischen Ko-, und So-Zellen, womit 
die reinen Hefe- bzw. Algenzellen gemeint sind, und Ko-, Ks- und So- 
Gemischen, worunter das abzentrifugierte (bzw. abgenutschte) Material 
verstanden wird, also Hefe (bzw. Algen) + intercellulare Losung. 


A) BACKERHEFE 
1. Gewaschene Hefe 


In Versuch 1 wurde die Hefe in der Zentrifuge mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen, wahrend in Versuch 2 die Hefe abgenutscht 
und auf der Nutsche mit aqua dest. gewaschen wurde. Die Werte fiir das 
Gesamtwasser (W) sind bei Ko- und So-Hefe gleich (Tab.1, Tr/Fr = 
Trockengewicht pro 100 g abzentrifugiertes bzw. abgenutschtes unge- 
trocknetes Gemisch, und W/Tr = Wassergehalt pro 100 g Trocken- 
substanz). Beim Wt gewaschener Zellen (Tab.1) konnte eine ganz leichte 
Erhéhung fiir So-Hefe in 80% iger und hoéherer relativer Luftfeuchtigkeit 
(r. D.) festgestellt werden, doch ist der Unterschied nur sehr schwach ge- 
sichert?. 

Da Topp u. Leryirr einen erhéhten Wt/Tr von Aspergillus-Mycel nur 
gefunden haben, wenn dieses auf Nahrbéden mit osmotischen Werten 
von 52—132 Atm gewachsen war, verwendete ich bei einem weiteren 
Hefeversuch eine 2,1 m Sorbitlésung (anstatt wie sonst 1,1.m) mit dem 
(nach den Tabellen von WALTER 1931) geschaitzten osmotischen Wert 
von 105 Atm. Auch hier ergab sich aber kein Unterschied im Wt/Tr ge- 
waschener Ko- und So-Hefe. 

Die auch bei gewaschener So-Hefe erhéhte Trockenresistenz (vgl. 
FGcuTBAuER) mu also Ursachen haben, welche nicht die hier gemesse- 
nen GroBen betreffen. 


Da aber die plétzliche Erniedrigung des osmotischen Wertes des 


AuBenmediums beim Waschen der So-Hefe deren Wasserzustand stark 
verandert haben kann, untersuchte ich auch ungewaschene Hefe auf 
ihren Wassergehalt (Tab. 2). 


* Die Berechnung der statistischen Sicherung erfolgte gema® den Angaben von 
PATAU. 


—— 
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Tabelle 2. Wasser-, Stickstoff-, Kaliwm- und Calciumgehalt der abzentrifugierten 
ungewaschenen Gemische von Zellen + intercellularer Lésung 
Mittelwerte (Gewichts-%) 


Bickerhefe Rhodotorula Chlorella 
Versuch 5 6 7 8 
Anzucht Ko Ks So Ko Ks se hues Kgs) Ko Ks So 
| | | | 
Tr/Fr 22.2, \36,0) 132.0 12466 13637 130;0 15,2 131.8 131.3 


Wt 80/Tr 20,0 |25,7 |32,1 |21,2 |26,5 |35,7 |21,3 |80,7 [31,3 |22,5 |37,8 |41,1 
Wt 80/Fr 4,53] 9,40)10,21| 4,54) 9,74/10,81| 3,22) 9,71) 9,76 


N/Tr 8,30| 6,36| 6,05| 8,73] 6,66| 6,16] 8,06] 4,68) 5,45| 6,74| 1,84) 1,82 
10-2 W/N —|42,4 |27,4 |35,1 |41,5 |25,8 |37,9 |69,2 [51,9 |40,3 | 
K/Tr | 2,93| 2,26] 2,18] 2,51) 1,68] 1,78] 2,40] 1,51] 1,34 | 
K/N 35 |35 |36 |29 |26 |29 |30 (32 (25 

102Ca/Tr | 7,3 | 5,9 | 5,3 | 5,1 | 2,9 | 3,4 | | 


Ca/N 0,88] 0,93) 0,88) 0,59) 0,43) 0,55 
107 K/Ca |40 (88 |40 [50 |59 |53 | 


2. Ungewaschene Hefe 


Es wurde in beiden Versuchen (5 und 6) nach Anzucht der Hefe vor 
dem Abzentrifugieren in 2 von 4 Ko-Anzuchtkolben Sorbit in der gleichen 
Konzentration wie in den So-Kolben zugegeben (,, Ks‘‘-Hefe), um Anhalts- 
punkte fiir die nur durch den intercellularen Sorbit bewirkten Gewichts- 
veranderungen zu gewinnen. 


a) Wassergehalt der Zellen in hypertonischer Sorbitlosung 


Da der N/Tr, wie die Werte bei gewaschener Hefe zeigten, durch Sor- 
bit-Anzucht nicht verandert wird, ist diese GréBe bei der ungewaschenen 
Hefe ein Ma8 fiir das Gewichtsverhaltnis Zellen-Trockensubstanz: Sor- 
bit im getrockneten Gemisch. Daher 1a8t sich auf Grund der N/Tr- und 
der Tr/Fr-Werte fiir die Ks- und So- Gemische (Tab. 2) berechnen, wie- 
viel Sorbit diese enthalten (Tab. 3a und b). Da der Sorbit zu 20% in der 
Lésung enthalten ist, ergibt sich mit deren Dichte 1,075 der Anteil inter- 
cellularer Lésung in den Gemischen (Tab. 3¢). 


Fur die Berechnung des Volumenanteils intercellularer Losung in den Gemischen 
(Tab. 3d) ist die Kenntnis der Dichte der Zellen notwendig. Conway u. DOWNEY 
geben als Dichte abzentrifugierter Hefe, also des Gemisches Hefe + intercellulares 
Wasser, den Wert 1,06 an; daraus folgt —nach ihren Angaben itber den intercellu- 
laren Volumanteil in ihren Experimenten — fir die Zellen allein der Wert 1,08. 
Ich fand mit der Schwebemethode den Wert 1,10. Durch Sorbitaufnahme wird aber 
die Dichte der Hefe vergroBert: Versuche mit Sorbitlésungen bis zur Dichte 1,3 
ergaben, daB Hefe, die geniigend lang in diesen Lésungen suspendiert war, sich 
in ihnen abzentrifugieren laBt, also noch eine etwas groBere Dichte hat. Ich rechnete 
auf Grund der oben angegebenen Werte fiir die Dichte der Sorbit-Nahrlésung 
(1,075) und der Ko-Hefe (1,10) fiir Ks- und So-Hefe mit dem geschatzten Wert 1,13. 
Damit ergeben sich die Volumprozente intercellularer Losung in den Gemischen 


(Tab. 3 d). 
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Die Volumprozente der intercellularen Lésung erscheinen relativ hoch; denn die 
Summe der Zwischenraume in einem Haufen dichtest gepackter Kugeln oder 
Ellipsoide betragt, unabhangig von deren GroBet, nur 26% des Gesamtvolumens. 
Selbst wenn man mit Conway u. Downey annimmt, daB ein Teil der intercellularen 


Lésung die Zellwinde durchtrankt (die genannten Autoren berechnen fiir das 


Volumen dieses Anteils den Wert: 10—11% des Zellvolumens), erniedrigt sich der 
Wert fiir den Anteil intercellularen Raumes nur wenig (Tab. 3 e). Die groBe Differenz 


Tabelle 3. Zur Berechnung des Retentionswassers 
Aus den Werten von Tab. 2 berechnete GréBen 


Backerhefe eT ars 
Versuch Nr. 5 6 | 7, its 
a | Prozent Sorbit in der Trocken- Ks 23,2 | 23,6 42.0 | 72,7 
_ substanz des Gemisches So 21208 620.4: 43,4 | 73,0 
b | Prozent Sorbit im ungetrockneten Ks 8,47 8,66 13,4 
Gemisch So 8,63 8,82 13,6 
e | 100g ml intercellularer Ks 42,4 43,3 67,0 
Gemisch Lésung So 43,2 44,1 68,0 
enthalten —_g intercellularer Ks | 45,5 46,5 72,0 
Lésung So 46,5 47,5 Losd 
d | Volumprozent intercellularer Ks 46,6 | 47,8 73,0 
Lésung im Gemisch So 47,6 48,8 74,1 
e | Prozent intercellularen Raumes Ks 41,0 42.3 70,3 
im Gemisch So 42,1 43,4 71,5 
f | g Wasser pro 100 g Zellen-Trocken- | Ko | (176) (178) (109) 
| substanz Ks 94,7 91,1 52,1 
/ So | 129 148 52,0 
{ 
g | g Wt 80 pro 100 g Zellen-Trocken- | Ko | 20,0 21,2 21,3 | 22,5 
| substanz Ks 20,6 2155 21,9 | 24,6 
| So 28,1 BBR 2:4 58) 3658 


zu dem theoretischen Wert fiir die dichteste Packung diirfte daran liegen, da die 
Hefezellen elliptische Kérper sind, deren Hauptachsen in der dichtesten Packung 
parallel liegen miiBten; das ist aber bei sedimentierten Hefezellen sicher nicht der 
Fall. Conway u. Downry fanden zwar wesentlich niedrigere Werte, sie zentrifu- 
gierten aber (bei gleicher Umdrehungszahl pro Minute) etwa 6mal langer als ich, 
wobei sich die Hefe dichter zusammenlagern konnte. 

Die absolute Héhe der Werte von Tab. 3e ist relativ unsicher, beson- 
ders wegen moglicher Fehler bei dem nur geschiatzten Wert der Dichte 
von Ks- und So-Hefe; diese Fehler werden aber gréf8tenteils in die Werte 
fiir Ks- und So-Hefe in gleicher Weise eingehen und deshalb deren Diffe- 
renz nicht wesentlich beeinflussen. Die Ubereinstimmung im Anteil inter- 


1 Fiir diese Berechnung danke ich Herrn Prof. Dr. K. JAncKEL, Technische 
Hochschule Hannover. 
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cellularen Raumes bei dem Ks- und dem So-Gemisch, die auch auf Grund 
der geometrischen Verhiltnisse gefordert werden muB, spricht daher fiir 
die obige Interpretation der N/Tr-Unterschiede. 

Aus den Gewichtsanteilen Hefe im Fr-Gemisch (Tab.3c, Differenz zu 
100) und den Tr-Fr-Werten der Gemische (Tab. 2) ergibt sich unter Eli- 
minieren des intercellularen Wassers und Sorbits der Wassergehalt der 
Ks- und der So-Zellen allein (Tab. 3f). Hr ist unter den gleichen Be- 
dingungen eines erhdhten osmotischen Wertes des AuBenmediums bei den 
So-Zellen wesentlich groper. 


Nimmt man fiir das Ko-Gemisch den gleichen Anteil intercellularen Raumes an 
wie fiir das Ks-Gemisch, so ergeben sich die in Tab. 3 f in Klammern beigefiigten 
Werte. Diese kénnen aber mit groBen Fehlern behaftet sein: Erstens sind sie stark 
abhangig von der Dichte der Ko-Zellen, deren genauer Wert ungewiB ist. Zweitens 
ist es nicht sicher, ob der Anteil intercellularen Volumens bei dem Ko-Gemisch 
ebenso groB ist wie beim Ks-Gemisch. Da die Ko-Zellen in Nahrlésung ohne Sorbit 
zentrifugiert wurden, die eine wesentlich geringere Viscositat hat, konnten sie sich, 
gleich schnell und gleich lange zentrifugiert, dichter zusammengelagert haben. (In 
diesem Falle ware der Wassergehalt der Ko-Zellen noch héher als in Tab. 3f an- 
gegeben.) 


Sieht man von diesen Fehlerquellen ab, so besagen die Werte von 
Tab. 3f, daB die So-Zellen unter der EKinwirkung des wasserentziehenden 
Mittels etwa dreimal so wenig Wasser abgegeben haben wie die Ks- 
Zellen. Darauf deuten auch die Werte fiir W/N der Gemische (berechnet 
aus W/T'r und N/T; Tab. 2) hin. Da namlich einerseits im Tr des Gemi- 
sches das intercellulare Sorbit enthalten ist und daher der Wert fiir W/Tr 
nichts besagen wiirde, und da andererseits der N/Tr bei Ko- und So- 
Zellen gleich ist (Tab.1), sind bei den ungewaschenen Gemischen von 
Backerhefe nur die W/N-Werte ein Maf fiir den Wassergehalt der Zellen. 
In diese Werte kann nur die letztere der beiden obengenannten Fehler- 
quellen eingehen: in dem Fall nimlich, da die Ko-Zellen dichter zu- 
sammengelagert waren als die Ks- und die So-Zellen (s. oben), ware W/N 
der Ko-Zellen (als eigentlich interessierende GroBe), bezogen auf W/N 
des Ko-Gemisches, groBer als W/N der Ks- und der So-Zellen, bezogen 
auf W/N von deren Gemischen. 

Wenn also auch die quantitativen Angaben tiber den Wassergehalt der 
Ko-Zellen mit Vorsicht zu bewerten sind, so geht doch aus der groBen 
Differenz der Werte fiir Ks- und fiir So-Zellen mit Sicherheit hervor, daB 
die Ks-Zellen in dem Medium mit hohem osmotischen Wert wesentlich mehr 
Wasser verloren haben als die So-Zellen. Dieser Befund ist ein Hinweis auf 
die Anpassung der So-Zellen an den hohen osmotischen Wert des AuBen- 
mediums, wenn auch damit gerechnet werden muB, dal aus den teilweise 
geschadigten Ks-Zellen (FUCHTBAUER, Tab. 10) osmotisch wirksame 
Substanzen ausgetreten sind, worauf der groBe Wasserverlust dieser 
Zellen zum Teil zuriickgefiihrt werden konnte. 
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b) Wassergehalt der Zellen in Luft verschiedener Feuchtigkeit (Wt) 


Bei der Beurteilung des Wt muB beriicksichtigt werden, daB die unge- 
waschenen Zellen bei der Wt-Bestimmung wegen des Konzentrierter- 
werdens der intercellularen Sorbitlésung einer noch wesentlich héheren 
osmotischen Beanspruchung unterliegen als in der Anzuchtlosung. 


Tabelle 4. Wassergehalt des abzentrifugierten ungewaschenen Gemisches von Bédckerhefe 
+ intercellularer Lésung in verschiedener r. D. 
Einzelwerte von Versuch 6 in Gewichts-% 


% TD: Tr/Fr Wt/Tr : % t. D. | Tr/Fr Wt/Tr 
Kol 21,9 22.0 | Ks 2 36,6 13,4 
Ko 2 21,3 20,5 60 So 1 29,0 17,9) 
Ks l 36,4 25,4 So 2 30,6 15,9 
80 Be 2 37,1 27,6 ee Sik ALS 
So 1 29,2 34.3] 
pleads eal Ko2 | 222 8,8 
3 | Ksl 37,1 11,2 
Kol 21,7 15,1 50 | Ks2 36,9 9,9 
Ko 2 21,6 14,9 | Sol 30,5 13,5 
70 Ks 1 36,6 17,0. | | §02 29,9 fee 
Ks 2 36,4 18,8 | 
So 1 29,1 18,0 / Kol 21,9 8,2 
? 40 Ks 1 36,4 7,5 
Kol o17 10,2 Ks 2 37,3 7,9 
60 Ko 2 PA 13-37) | So 1 29,0 10.4 
Ks 1 36,2 133. | So 2 ale | 92 


Die in 40%—80% relativer Luftfeuchtigkeit (r. D.) gemessenen 
Werte des Wt/Tr zeigt Tab. 4 fiir Versuch 6. Die Verhiltnisse der Wt/Tr- 
Mittelwerte der verschiedenen Gemische zueinander sind bei jedem Wert 
r. D. (auBer bei 40% r. D., s. unten) etwa gleich. Deshalb sei hier zu- 


nachst nur der Wt in 80% r. D., Wt80, quantitativ betrachtet. 


Fir Sorbitlésung allein wurde gefunden: Wt80/Tr = 42,9. Errechnet 
man hiernach den Wert vom Wt80/Tr fiir den jeweiligen Sorbitanteil der 
Gemische, zieht diesen vom Wt80/Tr der Gemische ab und bezieht das 
Resultat auf 100 g Zellen-Trockensubstanz, so ergeben sich die Werte von 
Tab. 3g. (Es wird dabei angenommen, daB die Menge von etwa in 80% 
r. D. noch zwischen den Zellen festgehaltenem Wasser sowie des Wt, der 
von den noch aufer dem Sorbit in der Nahrlésung enthaltenen Stoffen 
verursacht wird, bei allen drei Gemischen gleich groB ist; daher wird der 
Wt/Tr der Ko-Zellen dem des Ko-Gemisches gleichgesetzt.) 


Wahrend also der Wassergehalt (in 80% r.D.) pro Trockengewicht bet 
Ks-Zellen gleich dem der Ko-Zellen ist, ist er bei So-Zellen stark erhdht. 
Dieses Verhalten diirfte im Zusammenhang mit dem oben mitgeteilten 
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Befund tiber den relativ geringen Wasserverlust der So-Zellen in hyper- 
tonischer Lésung stehen. Die Wt-Erhéhung ist in Versuch 5, wahrschein- 
lich infolge des gréReren Wasserverlustes der So-Zellen (Tab. 3f), etwas 
geringer als in Versuch 6. 

Die Werte bei 40% r. D. (Tab. 4) sind etwa denen gleich, die Topp u. Levrrr 
(Tab. 1) bis zu einem Wert von 30,6 Atm. des wasserentziehenden Mediums fanden, 
und denen von CurISTOPHERSEN u. PRECHT (1952b), wenn man die in ihrer Tab. 10 
angegebenen Werte auf Wt/Tr umrechnet. Fiir diese niedrige Luftfeuchtigkeit 
reicht aber hier die Methode wegen gréBerer relativer Fehler nicht mehr aus, um 
Unterschiede im Wt der verschiedenen Gemische erfassen zu kénnen. 

Fiir die Deutung der hier gemessenen Unterschiede im Wt-Gehalt ist 
noch folgender Befund wichtig: Bringt man die Hefe, die in 80% r. D. 
gelagert war und deren Gewicht (A,) dann bestimmt wurde, in 40% r. D., 
belaBt sie dort einige Zeit und lagert sie dann wieder in 80% r. D. bis 
Gewichtskonstanz eingetreten ist, so zeigt eine erneute Gewichtsbestim- 
mung (A,), daB der in 40% r. D. erlittene Wasserverlust vollig reversibel 
ist, A, ist nimlich = A,. 


B. RHODOTORULA 
1.Gewaschene Hefe 
In Versuch 3 (Tab. 1, S. 235) wurde die Hefe in der Zentrifuge mit 
aqua dest. gewaschen. Auch hier sind bei gewaschenen Zellen keine Un- 
terschiede im Gesamtwassergehalt (W/Tr) festzustellen. Ebenso ist der 
Wt/Tr, auch in den niedrigeren Luftfeuchtigkeiten, bei Ko- und So- 
Hefe gleich. 


2. Ungewaschene Hefe 
Die Hefe wurde ungewaschen abzentrifugiert (Versuch 7, Tab. 2, 


S. 237). 


a) Wassergehalt der Zellen in hypertonischer Sorbitlosung 
Da der Stickstoffgehalt hier infolge der Anzucht in Sorbit geéndert 
wird, kann er nicht ohne weiteres als Ma fiir den Gehalt an intercellula- 
‘rem Sorbit dienen. Nimmt man aber eine Erhéhung von N/Tr bei So- 
Hefe um 19,4% des Wertes fiir Ko-Hefe, wie sie in Versuch 3 gemessen 
wurde, auch fiir Versuch 7 an, dann wiirde der N/Tr des So-Gemisches 
ohne intercellularen Sorbit 9,62% betragen (berechnet aus N/Tr fiir So- 
Rhodotorula, Tab. 2). Unter dieser Voraussetzung fiihren die gleichen 
Rechnungen, wie sie fiir die Versuche 5 und 6 oben angestellt wurden, zu 
den in Tab. 3 (S. 238) fiir Versuch 7 wiedergegebenen Werten. Danach 
ergibt sich auch hier (Tab. 3b und c), daB der Anteil intercellularer L6- 
sung beim Ks- und beim So-Gemisch etwa gleich ist. 

Er ist aber viel groBer als bei der Backerhefe. Das erklart sich daraus, daB die 
wesentlich kleineren Zellen, mit der gleichen Umdrehungszahl pro Minute und gleich 


lange zentrifugiert, auf Grund der Wechselwirkung zwischen Gewicht der Zellen 
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und Reibungswiderstand in der Flissigkeit langsamer sedimentieren und sich noch 
nicht so dicht zusammengelagert haben. Dementsprechend war auch das Rhodoto- 
rula-Sediment viel lockerer als das der Backerhefe. 


Der Wassergehalt der reinen Zellen (Tab. 3f) ist hier wesentlich niedri- 
ger als bei der Backerhefe, wohl hauptsichlich eine Folge des groBeren 
Anteils an Zellwandsubstanz (wegen geringerer ZellgroBe). Ferner zeigen 
die Werte vor allem, daB hier die So-Zellen nicht mehr Wasser enthalten als 
die Ks-Zellen, ihr Wasserverlust ist ebenso groB wie der der Ks-Zellen. Es 
findet hier also keine Anpassung an den erhéhten osmotischen Wert des 
AuBenmediums in dem Sinne statt, wie er bei Backerhefe gefunden wurde. 


b) Wassergehalt der Zellen in Luft verschiedener Feuchtigkeit (Wt) 

Die wie bei der Backerhefe berechneten Werte fiir Wt80/Tr der reinen 
Zellen zeigt Tabelle 3g: Bei Rhodotorula ist der Wt 80 der So-Zellen fast dem 
der Ko- und Ks-Zellen gleich. Auch dieser Befund, der bei den niedrigen 
Werten der Luftfeuchtigkeit bestatigt wird, spricht gegen eine Adaptation 
der Rhodotorula-Zellen an den hohen osmotischen Wert des AuBenmediums. 


C. CHLORELLA 


Fir das Zentrifugieren gilt bei Chlorella in noch héherem Mae, was oben iiber 
das Rhodotorula-Sediment gesagt wurde. Der intercellulare Raum diirfte beim Chlo- 
rella-Sediment wegen der kleineren Zellen noch wesentlich gréBer sein als bei 
Rhodotorula. Das Sediment war daher auch bei scharfem Zentrifugieren nicht so fest, 
daB das Fr (und damit der Gesamt-Wassergehalt) sicher bestimmt werden konnte. 


1. Versuch 4 (Tab. 1, 8. 235): Die Algen wurden mit aqua dest. ge- 
waschen. Im Wt zeigen sich auch bei Chlorella keine Unterschiede zwi- 
schen gewaschenen Ko- und So-Zellen. 

2. Versuch 8 (Tab. 2, 8. 237): Ein Teil der in normaler Nahrlésung 
angezogenen Algen wurde mit aqua dest. gewaschen (Ko-Algen), ein 
anderer Teil (Ks-Algen) sowie die in Sorbitlésung angezogenen Algen 
(So-Algen) mit 1,1 m Sorbit. Dieser Versuch entspricht also den Ver- 
suchen mit ungewaschener Hefe. Da bei Chlorella der N/Tr-Wert durch 
Sorbit-Anzucht nicht veraindert wird (Tab. 1), kann er wie bei der Backer- 
hefe als Ma fiir den Sorbitanteil in der Trockensubstanz dienen. Die 
gleiche Rechnung, wie sie oben fiir die Hefe durchgefiihrt wurde, ergibt 
auf Grund von Tab. 2 fiir Versuch 8 die Werte der Tab. 3a und g (S. 238). 
Auch bei Chlorella ist danach wie bei der Bickerhefe und im Gegensatz 
zu Rhodotorula der Wt/ Tr bei So-Zellen wesentlich groper als bei Ks-Zellen. 
(Die in Tab. 3 b—f fiir die Hefen angegebenen GréBen konnten fiir Chlorella 
wegen des nicht bestimmbaren Frischgewichts nicht berechnet werden.) 


II. Kalium- und Calciumgehalt 
A. BACKERHEFE UND RHODOTORULA 
In den 3 Versuchen mit unge waschener Hefe (Versuche 5—7, Tab. 2, 
S. 237) sind die K/N- und die Ca/N-Werte des So-Gemisches annahernd 
gleich denen des Ko-Gemisches. (Bei Versuch 7 wiirde sich durch Elimi- 
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nieren der Erhohung des Stickstoffgehaltes der So-Rhodotorula fiir das 

So-Gemisch K/N = 30 ergeben.) Der Kalium- und der Calciumgehalt der 

Trockensubstanzen ist also bei den einzelnen Gemischen etwa im selben 

MaBe veraindert wie der Stickstoffgehalt. Es liegt daher nahe, fiir die 

Unterschiede im K/Tr und Ca/Tr der Gemische die gleiche Ursache anzu- 

nehmen wie fiir die des N/Tr, nimlich den verschiedenen Anteil von Sor- 
bit in der Trockensubstanz der Gemische. Dementsprechend sind auch 
K/Tr und Ca/Tr der Zellen allein (Tab. 5a und b) bei Ko- und So-Hefe 
gleich. 

Der Kalium- und der Calciumgehalt der gewaschenen Hefe (Versuche 
1—8, Tab. 1, S. 235) sind wesentlich niedriger. Im Héchstfall kénnen 
8% des K/Tr des ungewaschenen Gemisches aus der intercellularen 

Nahridsung stammen. Ein Vergleich der K/Tr-Werte der Ko-Gemische 
von ungewaschener (Tab. 2) und gewaschener (Tab. 1) Hefe zeigt aber, 
dafs der Kaliumgehalt der letzteren bei beiden Hefen starker erniedrigt 
ist. PULVER u. VERZAR fanden, daB sich 30% des Kaliumgehaltes von 
Backerhefe auswaschen lassen. Hier ist der Unterschied zwischen ge- 
waschener und ungewaschener (Ko-) Backerhéfe (unter Eliminieren des 
Kaliumgehaltes der intercellularen Nahrlésung) im Mittel etwa halb so 
groh. Die Erniedrigung des Calciumgehaltes der gewaschenen gegeniiber 
dem der ungewaschenen Ko-Biackerhefe kann ganz und gar auf das Aus- 
waschen der intercellularen Nahrlésung zuriickgefiihrt werden. 

Auffallig ist nun aber in allen Versuchen mit gewaschener Hefe die 
betrachtliche Erniedrigung des Kalium- und des Calciumgehaltes der So- 
gegentiber der Ko-Hefe (Tab. 1): Bei Backerhefe ist der Kaliumgehalt der 
So-Zellen um rund 20% des Kaliumgehaltes der Ko-Zellen niedriger als 
dieser, bei Rhodotorula um mehr als das Doppelte. Auch der Calcium- 
gehalt ist, soweit untersucht, bei gewaschener So-Hefe stark erniedrigt.— 
Wascht man aber die So-Zellen mit einer Kochsalzlosung, deren osmoti- 
scher Wert gleich dem der Sorbit-Anzuchtlésung ist, dann 1éBt sich bei 
beiden Hefearten keine Erniedrigung des Kaliumgehaltes feststellen, wie 
4 Parallelversuche zeigten. Man kann diesen Befund als Hinweis darauf 
deuten, daB die leichtere Auswaschbarkeit des Kaliums mit der starken 
Erniedrigung des osmotischen Wertes der AuBenlésung (beim Waschen 
der So-Hefe mit aquadest. oder physiologischer Kochsalzlésung) in ur- 
sichlichem Zusammenhang steht. 

Um zu ermitteln, ob eine Parallelitaét zwischen dem Mineralsalz- und 
dem Wassergehalt der Zellen besteht, berechnete ich fiir die Versuche mit 
ungewaschener Hefe die Quotienten K/Zellwasser, Ca/Zellwasser, K/Wt 
und Ca/Wt (Tab. 5c—f), die bei Ko-, Ks- und So-Hefe gleich sein muften, 
wenn der Mineralsalzgehalt dem Wassergehalt proportional ware. Es 
zeigte sich aber in keinem Falle Konstanz; Kalium- und Calciumgehalt 
gehen bei ungewaschener Hefe also nur mit dem Tr parallel. Da W/Tr und 

17* 
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Wt/Tr bei gewaschener Ko- und So-Hefe gleich sind, K/Tr und Ca/Tr 
aber unterschiedlich, besteht auch bei gewaschener Ko-, und So-Hefe 
keine Parallelitit vom Kalium- und Calciumgehalt mit dem Wassergehalt. 


Tabelle 5. Aus den Werten von Tab. 2 und Tab. 3 berechnete Grofen 


| Biackerhefe — 
Versuch Nr. . | 5 6 7 
| | | 
a | Gramm K in 100 ¢ | Ko | 2.93 2,51 2,40 
Zellen-Trockensubstanz So 2,99 | 2,52 2,38 
b | Gramm Ca in 10 kg | Ko Pipes 5,1 
Zellen-Trockensubstanz So 7,3 4,8 ‘ 
c | Gramm K pro 100 g Zellwasser | Ko | (1,67) | (1,41) ] (2,20) 
| Ks } 3,10 2,42 4,99 
So 2,32 1,70 4,57 
d | Gramm Ca pro 10 kg Zellwasser Ko | (4,2) (2,9) 
Ks 8,1 4,2 
So 5.7 3.2 
e | Gramm K pro 100 g Wt Ko | 14,6 11,8 11,3 
Ks | 14,3 10,2 LU;9 
So | 10,6 7,6 10,6 
f | Gramm Ca pro 100 g Wt Ko 0,37 0,24 
Ks 0,37 0,18 


So 0,26 0,14 


Entsprechend dem Befund, daB der Kalium- und der Calciumgehalt 
sich tiberall gleich verhalten, ist das Verhiltnis K/Ca sowohl in den Ge- 
mischen der ungewaschenen Bickerhefe (Tab. 2) als auch bei gewaschener 
Bickerhefe (Tab. 1) bei Ko- und So-Hefe etwa gleich. 


B. CHLORELLA { 


Es wurden nur gewaschene Algen untersucht (Versuch 4, Tab. 1). 
Wahrend der Kaliumgehalt der Trockensubstanz etwa halb so groB ist 
wie bei der Backerhefe, ist der Calciumgehalt rund 10mal gré8er als 
dort. 

Die gewaschenen So-Algen haben wie bei der Backerhefe einen um 
20% niedrigeren Kaliumgehalt als die gewaschenen Ko-Algen. Der Cal- 
ciumgehalt ist hier um fast 509% erniedrigt; daher ist das Verhiltnis K/Ca 
bei den (gewaschenen) So-Algen gréBer als bei den Ko-Algen. 

Auch bei Chlorella wird der Kaliumgehalt der So-Zellen nicht ernie- 
drigt, wenn sie mit einer Kochsalzlésung gewaschen werden, die den 
gleichen osmotischen Wert wie die Sorbit-Anzuchtlésung hat. 
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Besprechung der Ergebnisse 

Uber einen eventuellen ursachlichen Zusammenhang des Wasserbin- 
dungsvermégens der untersuchten Einzeller mit ihrer Trockenresistenz 
sollten in erster Linie die Wassergehaltsbestimmungen an dem durch die 
Anzucht in hypertonischer Sorbitlésung und normaler Nahrlésung ge- 

-wonnenen verschieden trockenresistenten Material Aufschlu8 geben. Die 

Messungen des Wassergehalts gewaschener Hefe und Algen in be- 
stimmter relativer Luftfeuchtigkeit (also ihres Wt), die keinen Unterschied 
bei adaptierten und nicht adaptierten Zellen ergaben, stehen im Gegen- 
satz zu dem Befund von Topp u. Levirt; diese Autoren konnten einen 
erheblich vergréBerten Wt/Tr bei gewaschenem Mycel von Aspergillus 
niger, das auf einem Kulturmedium mit erhéhter Zuckerkonzentration 
gewachsen war, feststellen. Ein gleiches Verhalten von Aspergillus auf 
der einen und den hier untersuchten Einzellern auf der anderen Seite 
kann allerdings wegen des Unterschiedes in der Methodik nicht ohne 
weiteres erwartet werden: Das Pilzmycel wachst ja zum groBten Teil auf 
dem Nahrmedium, also in der Luft, so daB die nachfolgende Wt-Be- 
stimmung fiir dieses keinen so tiefgreifenden Milieuwechsel mit sich 
bringt, wie in unserem Falle fiir die submersen Einzeller. 

Die auch nach dem Waschen der Zellen in aqua dest. noch gefundene 
Trockenresistenzerh6hung von Sorbit-vorgeziichteter Backerhefe und 
Chlorella (FitcHTBAUER) kann also ihre Ursache nicht in einer meBbaren 
Vermehrung der Wasserbindungsfihigkeit haben. Es miissen hier andere 
Ursachen vorliegen, iiber die nichts angegeben werden kann. 

Demgegeniiber ergaben sich aber bei ungewaschenen Zellen von 
Backerhefe und Chlorella unter osmotischer Beanspruchung und nach 
Antrocknen erhebliche Unterschiede im Wassergehalt infolge Anzucht in 
hypertonischer Sorbitlésung (Tab. 3f und g): Hier konnte also ein erhdh- 
tes Wasserbindungsvermégen nachgewiesen werden. 

Es entsteht nun die Frage, ob diese Steigerung des Wasserbindungs- 
vermégens durch eine Erhdhung des osmotischen Wertes des Zellsaftes 
und (oder) des intermicellaren Wassers im Cytoplasma oder durch eine 
Vermehrung der Plasmahydratation verursacht wurde. Nach dem in der 
Einleitung Gesagten wird der Wasserdampfdruck und damit auch das 
Retentionswasser (Rw) einer Zelle nicht nur durch die Zahl der pro 
Volumen des Zellsaftes und des intermicellaren Wassers gelésten Mole- 
kiile und Ionen bestimmt, sondern auch durch die Kraft, mit welcher 
Wassermolekiile als Hydratwasser festgelegt werden; denn wenn im Ki- 
weiBnetzwerk des Cytoplasmas infolge vermehrter Hydratation eine 
merkliche Abnahme der ,,freien‘‘ Wassermolekiile eintritt, so wird der 
Dampfdruck des Zellinhaltes kleiner werden; wenn dieser Effekt bei den 
resistenten Zellen groBer ist als bei den nicht resistenten, so mu sich das 
darin auBern, da® das Rw/Tr der resistenten Zellen groBer ist als das 
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der nicht resistenten Zellen, vorausgesetzt, daB die molare Konzentration 
des im Zellsaft und intermicellaren Wasser Gelésten bei beiden Zell- 
arten gleich ist. 


Fiir eine Erfassung vermehrter Hydratation ware also eine Bestim- 
mung der Konzentration der gelésten Molekiile und Ionen in Zell-PreB- 
siften nédtig. Hiergegen erheben sich aber groBe Bedenken wegen des 
groBen Cytoplasma-Anteiles (relativ zum Zellsaft) der Mikroorganismen- 
zellen. Theoretisch miiBten Zellsaft und intermicellares Wasser vom Ei- 
weiBgeriist, von den Kolloiden des Cytoplasmas und von der Zellwand- 
substanz getrennt werden, was unméglich ist. Wollte man darauf ver- 
zichten und einfach PreBsafte benutzen, bei denen sich Plasma und Zell- 
saft mischen (CURRIER), so diirfte man fiir die Bestimmung der Teilchen- 
konzentration keine Methode benutzen, die auf einer Dampfdruck- 
bestimmung beruht (also z. B. auch nicht die Gefrierpunktsdepression), 
weil ja der Hydratationsgrad des Plasmas den Dampfdruck beeinfluBt 
(s. oben). Auch kénnte das wenigstens bei den Hefen fiir die Gewinnung 
von PreBsaft notwendige Zerreiben der Zellen chemische Umsetzungen 
herbeifiihren (StmrnovitcH u. Briaas 1949), die, ebenso wie chemische 
Reaktionen infolge des Mischens von Cytoplasma und Zellsaft, die Kon- 
zentrationsverhiltnisse in unkontrollierbarer Weise ‘andern kénnen. Ohne 
Kenntnis der molaren Konzentration von Zellsaft und intermicellarem 
Wasser kann man aus einer Erhéhung des Rw/Tr nur dann mit Sicher- 
heit auf eine Plasmahydratationserhéhung (d. h. eine Vermehrung des 
Hydratwassers pro EiweiBmolekiil) schlieBen, wenn folgende drei Effekte 
ausgeschlossen sind: 


1. das Tr der osmotisch wirksamen Zellbestandteile wird relativ zum Tr der 
anderen Bestandteile vergréBert (etwa im Zellsaft Geléstes relativ zur Zellwand- 
substanz, z. B. durch Diinnerwerden der Zellwand), 


2. es tritt eine Molekiilspaltung ein (z. B. Spaltung von Starke in Zucker 


(WauTER, 1926), Bildung niedermolekularer EiweiBe oder léslicher Aminosiuren 
aus gréBeren KiweiBkorpern, erhohte Dissoziation anderer Verbindungen auf Grund 
einer px-Verschiebung), wodurch wie beim Effekt 1 der osmotische Wert pro Tr 
erhéht wiirde, und 


3. das Tr von leicht hydratisierbaren Zellbestandteilen wird relativ zum Tr 
schwer hydratisierbarer Bestandteile vergréBert. 


So kann man z. B. den Befund von CuristoPHERSEN u. PRECHT (1952b) 
— vermehrter Wt/Tr bei Hitze-adaptierter und bei alternder Hefe — 
auBer mit der von ihnen angenommenen Hydratationserhshung auch 
wenigstens teilweise mit einem dieser drei Effekte erkliren. Das gleiche 
gilt fiir die von Topp u. Levirr (s. oben) gefundene (aber nicht niaher 
gedeutete) Wt/Tr-Erhéhung. 

Bei den hier mitgeteilten Versuchen scheidet der an dritter Stelle ge- 
nannte Effekt als Deutungsméglichkeit fiir die Rw/Tr-Erhéhung der So- 
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gegentiber den Ks-Zellen (also der in Sorbitlésung angezogenen Zellen 
gegeniiber den in normaler Niahrlosung angezogenen und nachtraglich 
mit Sorbit versetzten Zellen) von Biackerhefe und Chlorella aus folgen- 
dem Grunde aus: Fiir ein Wirksamwerden dieses Effektes kame an sich 
eine Vermehrung hydratisierbarer Vacuolenkolloide (vAN OVERBEEK, 
Bogen u. PRELL, PRELL 1955) oder des Cytoplasmas relativ zur Zell- 
wand in Frage, doch braucht bei der Kleinheit der Vacuole der So-Bak- 
_kerhefe (FicHTBAUER) und deren Fehlen bei Chlorella nur die letztere 
Moglichkeit in Erwigung gezogen zu werden. Diese scheidet aber deshalb 
aus, weil der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz bei beiden Organismen 
durch die Sorbit-Anzucht nicht verandert wird. Dagegen kommen die 
beiden oben zuerst genannten Effekte neben einer Erhohung der Plasma- 
hydratation als Erklarungsméglichkeit in Frage. Bei Biackerhefe, die 
in geringem Ausmafe Sorbit veratmet (FUcHTBAUER), ist es sogar wahr- 
scheinlich, daB dieser (oder seine Stoffwechselfolgeprodukte, sofern man 
annimmt, da er schon an der Zelloberfliche verarbeitet wird — vgl. 
RorusTern) an der Rw-Erhéhung beteiligt ist, weil der Wt/Tr des Sorbits 
groBer ist als der Wt/Tr der Zellen. 

Interessant ist aber in diesem Zusammenhang die frither festgestellte 
VergréBerung des Plasmavolumens der an das hypertonische Medium 
adaptierten Zellen von Backerhefe bei gleichbleibendem Tr pro Zelle 
(FicureavER). Wenn die Ursache hierfiir in einer Vermehrung des Tr 
des Plasmas lige, dann mite das Tr der einzelnen Zelle erhdht sein, es 
sei denn, daB gleichzeitig das Tr der Zellwand (oder des Vacuoleninhaltes) 
entsprechend abgenommen hatte. Im letzteren Falle miBte aber der 
N/Tr der Hinzelzelle und damit auch der N/Tr der Zellen insgesamt bei 
So-Hefe erhdht sein, weil die Plasmasubstanz mehr Stickstoff enthalt 
als die tibrige Trockensubstanz. Da nun der N/Tr bei Ko- und So-Hefe 
gleich ist, und ebenso das Tr der Einzelzelle, kann die Vermehrung des 
Plasmavolumens nur mit einer WassergehaltserhOhung erklart werden. 
Dieser Befund 148t sich durch eine Vermehrung des intermicellaren 
Wassers oder der EiweiShydratation im Cytoplasma auf Kosten von 
Vacuolenwasser (vgl. S. 233) deuten. Man kann ihn als Parallele zu den 
Ergebnissen von Levirt u. SCARTH sowie von KESSLER u. RUHLAND auf- 
fassen. Die erstgenannten Autoren fanden bei frostresistenten Rinden- 
zellen von Catalpa eine Vermehrung des Plasmavolumens um 20%, die 
letztgenannten stellten bei frostresistenten Sempervivum-Pflanzen eine 
VergréBerung der Zellkerne fest und deuteten diesen Effekt durch 
Hydratationserhéhung. 

Im Zusammenhang mit der Trockenresistenzsteigerung liegt diese 
Deutung besonders im Anschluf an den in der Einleitung erwahnten Be- 
fund von Srmonts (1952) auch hier nahe; dann ware auch die Rw-Ver- 
mehrung die Folge einer Hydratationserhohung. 
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Nimmt man dagegen bei der So-Bickerhefe ausschlieBlich eine Ver- 
mehrung des intermicellaren Wassers im Cytoplasma ohne Hydratations- 
erhéhung an, so miissen fiir die Erklarung der Rw/Tr-Erhohung die bei- 
den auf 8. 246 zuerst genannten Effekte herangezogen werden, wofir es . 
auch Anhaltspunkte aus der Literatur iiber Frostresistenz gabe: 

So steigt nach PrsExk (1950) bei einigen untersuchten Alpenpflanzen im Winter — 
mit zunehmender Frostharte der osmotische Wert, vor allem auf Grund einer — 
Zuckergehaltserhéhung; nach Stmrnovircu, WILSON u. Brices wird mit eintreten- — 
der Kalte im Herbst der Zuckergehalt der Borke von Robinia pseudoacacia auf — 
Kosten ihres Starkegehaltes erhdht, ebenso nach SrmrNovircH u. Briees (1954) 
der Gehalt an léslichen Proteinen, und JEREmras fand bei frosthartem Winter- — 
weizen einen erhéhten Kohlenhydratanteil in den EiweiBkomplexen des Prefsaftes. 
Dagegen kann die von mehreren Autoren festgestellte erhohte Aktivitat der hydro- 
lytischen Fermente bei Diirreeinwirkung auf héhere Pflanzen (VASSILIEV u. VassI- 
LIEV; PETRIE u. Woop; SyssAKIAN u. Kopyakowa; HENRICI) nicht ohne weiteres 
auch hier als Ursache einer Erhéhung des osmotischen Wertes dienen, weil groBen- — 
teils die Reaktionsphase, also die Reaktion auf plétzliches Trocknen, untersucht 
wurde und nicht die hier behandelte Restitutionsphase (STOCKER 1948). In dieser 
verhalt sich der osmotische Wert sehr unterschiedlich (Srmonis 1936 und 1952; 
Scumipt, DiwaLp u. STOCKER). SELIBER u. KaTZNELSON zeigten zwar, daB bei 
Backerhefe der osmotische Wert des PreBsaftes steigt, wenn die Hefe in héherer 
Zuckerkonzentration gezogen wird, doch kann dies auch eine Folge der Zucker- 
permeation bzw. Zuckerverarbeitung sein. 

Am wahrscheinlichsten ist es daher, daB eine Erhéhung des osmoti- 
schen Wertes (im Zellsaft und im intermicellaren Wasser) pro Tr der 
Zelle (also die oben genannten Effekte 1 und 2) und eine Vermehrung der 
EiweiBhydratation im Plasma beider Rw/Tr-Erhéhung der an das hyper- 
tonische Medium adaptierten ungewaschenen Zellen von Bickerhefe und 
Chlorella zusammenwirken. (Das Hydratwasser kann vielleicht in 
Verbindung gebracht werden mit dem von LINDENBERG u. ZuILt festge- 
stellten nicht losenden Wasseranteil). Erhéhte Hydratation wird also 
auch eine Ursache der Volumenzunahme des Plasmas der So-Bickerhefe 
sein ; dai dazu noch eine Vermehrung des intermicellaren Wassers kommt, 
ist wegen des hohen Wertes dieser Volumzunahme (s. Abb. 1 und 2 bei 
FUcCHTBAUER) wahrscheinlich, wenn man auch, worauf ScHRAMM hin-~ 
weist, bei Proteinen haufig mehr Hydratwasser findet als nach theoreti- 
schen Uberlegungen zu erwarten wiire. 

Wertet man diese HydratationserhGhung als eine Ursache der gestei- 
gerten Trockenresistenz, so hieBe das, die Zelle wiirde dem Wasserentzug 
in der Weise einen Widerstand entgegensetzen, daB sie einen Teil des 
Wassers in vermehrter Hydratation festlegte, bei Backerhefe auf Kosten 
von Zellsaft-Wasser. (Eine Vacuolenverkleinerung bei Backerhefe in- 
folge von Anzucht in hypertonischem Medium fand auch TaKapa). Auch 
mag die Hydratationszunahme die Stabilitat der Plasmastruktur erhéhen 
(Bogen ; Stwonts, 1952) und das Plasma so wenigsten teilweise vor Schi- 
digungen beim Trocknen (ILgrn, 1933) verschonen. 
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Uber die Frage, durch welche Krafte Hydratwasser an Plasma-EiweiB- 
kérper gebunden wird, geben die hier mitgeteilten Versuche natiirlich 
keinen Aufschlu8. In erster Linie werden es aber elektrostatische Krafte 
sein: 

Infolge ihres Dipolcharakters werden Wassermolekiile von polaren Gruppen der 
HiweiSkorper (PavLinc, GRAHAM) oder von Ionen, die an diese gebunden sind 
(KioTz, Havrowirz), angezogen. In geringerem MaBe kommen noch vAN DER 
Waatssche Krafte (KtntzeL) und der Donnan-Effekt (CHRISTOPHERSEN u. 
Precut 1953) in Frage, der seinerseits die EiweiShydratation beeinflussen kann 
(Heinz u. Nerrer); auBerdem kénnen Wassermolekiile mechanisch im Filzwerk 

‘oder in Knaueln der Makromolekiile festgehalten werden (Erich u. Marx, 
Ktnvzex), wobei Beziehungen zwischen dem spiraligen Aufbau vieler Proteine 
(PAvLING u. Corny, KenpREW) und der tetraedrischen Struktur des Wassers 
(Korttm; Crarts, Currier u. StTocKinG) wahrscheinlich eine Rolle spielen 
(Wrinc#H 1950a und b; Jacosson). 


Auch fiir die Frage, wie die Zelle eine erh6hte Plasmahydratation be- 
wirkt, ergeben sich aus meinen Versuchen kaum Anhaltspunkte. Die 
vielen Befunde des Einflusses von Jonen auf die Resistenz einerseits 
(Bogen, Stinue) und auf die EiweiBhydratation (BocEeNn; JacoBson; 
PRELL, 1952) bzw. das Wasserbindungsvermégen (GRAvU, HaAmm™ u. 
BauMANN) andererseits, sowie der Mechanismus der Hydratation (vgl. 
C. WrIssmAnn) legen die Vermutung nahe, da eineAnderung der Ladungs- 
verhiltnisse des Plasmaeiweifes eine Ursache der Hydratationserhohung 
sein kénnte, wie es fiir ihre Versuche auch KressLeR u. RUHLAND an- 
nehmen. 

Dafiir wiirde auch die Tatsache sprechen, da8 der vermehrte Wt der 
So-Zellen mindestens zum allergréBten Teil verschwindet, wenn man die 
Zellen plétzlich in ein isotonisches (physiologische Kochsalzlésung) oder 
hypotonisches (aqua dest.) Medium bringt, wo sie sich wieder mit 
Wasser aufsittigen (gewaschene Zellen!). Die dabei eintretende schnelle 
Wasserbewegung in der Zelle diirfte die Ionisation der KiweiBkérper und 
damit ihren Ladungszustand stark beeinflussen, im Gegensatz zu einem 
langsamen Wasserentzug, der, wie gezeigt wurde, reversibel ist. 

Fiir eine Beeinflussung der EiweiBionisation durch schnelles Wieder- 
aufsattigen der Zellen spricht auch der Befund, daf So-Zellen aller 
drei Organismen einen starken Kalium- (und Calcium)- Verlust erleiden, 
wenn sie in aqua dest. oder physiologischer Kochsalzlosung, nicht 
aber, wenn sie in einer mit der Sorbit-Anzuchtlosung isotonischen 
Kochsalzlésung gewaschen werden. (Es findet also bei dieser Versuchs- 
anordnung keinerlei Kationenaustausch — vgl. EpstErIn — statt). Dieses 
Verhalten weist darauf hin, daB die plotzliche Erniedrigung des osmoti- 
schen Wertes des Mediums und die schnelle Wiederaufsattigung der 
Zellen mit Wasser nicht nur den Verlust des zusitzlichen Wasser- 
bindungsvermégens, sondern auch eine leichtere Auswaschbarkeit von 
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Kalium und Calcium zur Folge haben, was einen Zusammenhang 
zwischen diesen Ionen und dem Wasserbindungsvermogen nahelegt. 
Beim Kalium spielen dabei vielleicht Umsetzungen an undiffusiblen, 
Kalium enthaltenden Stoffwechselprodukten eine Rolle, deren Ent- 
stehung von Roperts, RoBERTS u. CowIs (s. auch RoBERTS u. ROBERTS) 
bei Escherichia coli gezeigt wurde. 

Die hier gefundene Ubereinstimmung vom Kalium- sowie Calcium- 
gehalt der Trockensubstanzen ungewaschener Ko- und So-Zellen der Hefen 
(Tab. 5a und b) bedingt, da es in bezug auf diese Ionen keine Parallelen 
zwischen meinen Ergebnissen und den Befunden von WERK bei Feucht- 
und Trockenkulturen héherer Pflanzen gibt. Die groBe Verschiedenheit 
der Objekte léBt allerdings auch kaum Parallelen erwarten. 

Es lag an der Methodik der Trockenresistenzbestimmungen (FUcHT- 
BAUER), daB nicht entschieden werden konnte, ob die Trockenresistenz 
der ungewaschenen Sorbit-angezogenen Zellen nicht noch grodBer ist 
als die der gewaschenen. Dies ist nicht ausgeschlossen und erscheint sogar 
als wahrscheinlich, wenn man bedenkt, daB die schnelle Wiederaufsatti- 
gung der Zellen beim Waschen ja einen relativ groben Eingriff darstellt 
(Insry, 1930 und 1933; Stiuue), der erhebliche Strukturanderungen im 
Cytoplasma zur Folge haben kann. Es ist anzunehmen, daB sich dabei 
die Hydratation der EiweiBkorper im Plasma aindert, ebenso aber auch 
der osmotische Wert des Zellsaftes, z. B. wenn geléste Stoffe in das 
Waschwasser diffundieren (PULVER u. VERZAR; VAN ANDEL). 

Vielleicht macht sich ein Resistenzverlust durch Waschen, also durch 
Verlust des erhohten Wasserbindungsvermégens, auch erst in der vitalen 
Trockenresistenz (StocKER 1954) bemerkbar (bei FicuTBAUER wurde 
nur die letale Resistenz untersucht), also in einer Verminderung der 
Leistungsfahigkeit des Organismus unter osmotischer Beanspruchung 
oder in erniedrigter relativer Luftfeuchtigkeit (MonTFORT; KALTWASSER; 
Stmonis 1948a und b und 1952; Monrrort u. HAHN; ENSGRABER). 


Zusammenfassung ; 


1. Zellen von Backerhefe, Rhodotorula und Chlorella, die teils in hyper- 
tonischer Sorbitlésung, teils (Kontrollen) in normaler Nahrlésung ange- 
zogen waren, wurden auf ihren Wasser- und Mineralstoffgehalt unter- 
sucht, nachdem in einer vorangegangenen Arbeit (FiicHTBavER) ge- 
zeigt worden war, dafi Baickerhefe und Chlorella durch Anzucht in der 
Sorbitl6sung eine erhebliche Trockenresistenzsteigerung erfahren. 

2. Den Sorbit-angezogenen Zellen von Backérhefe und Chlorella wird 
in hypertonischer Lésung wesentlich weniger Wasser entzogen als den 
Kontrollen. — Der Wassergehalt (bezogen aufs Trockengewicht) von 
Backerhefe ist nach Antrocknen der Zellen in definierter Luftfeuchtig- 
keit bei den Sorbit-angezogenen Zellen gré8er als bei den Kontrollen. 
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3. Die Erklarung des verstiirkten Wasserbindungsvermégens (Zf. 2) — 
bei Backerhefe im Zusammenhang mit dem friiher beschriebenen ver- 
groBerten Plasmavolumen — durch erhdhte Plasmahydratation und 


deren Bedeutung als eine Ursache der Trockenresistenzsteigerung werden 
diskutiert. 


4. Sorbit-angezogene Zellen von Rhodotorula (fiir die keine Trocken- 
resistenzerh6hung nachgewiesen werden konnte) zeigen kein vermehrtes 
Wasserbindungsvermégen. 


5. Stickstoff-, Kalium- und Calciumgehalt der Trockensubstanz von 
Backerhefe und Chlorella werden durch die Sorbitanzucht nicht gedndert ; 
bei Rhodotorula wird der Stickstoffgehalt erhéht, der Kaliumgehalt bleibt 
gleich. 


_ 6. Wascht man die Mikroorganismen (alle drei Arten) mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung oder aqua dest., so ist der Wassergehalt nach Trock- 
nen der Zellen in definierter Luftfeuchtigkeit bei Sorbit-angezogenen 
Zellen nicht oder kaum erhdht gegeniiber den Kontrollen. — Bei Sorbit- 
angezogenen Zellen wird mit physiologischer Kochsalzlosung oder aqua 
dest. ein groBer Teil des Kalium- und des Calciumgehaltes der Zellen aus- 
gewaschen, nicht dagegen mit einer Kochsalzlésung von gleichem osmoti- 
schem Wert wie die Sorbitlosung. 

Ein ursichlicher Zusammenhang dieser beiden Befunde wird diskutiert. 


Fiir die Anregung zu dieser Arbeit und die staéndige Anteilnahme an ihr méchte 
ich Herrn Prof. Dr. W. Smvonts herzlich danken. Dem Land- und Forstwirtschaft- 
lichen Forschungsrat, Bad Godesberg, danke ich fiir die Mittel zur Anschaffung des 
Flammenphotometers. 
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Untersuchungen iiber das Atmungsverhalten von Hefen 


I. Die Bedeutung vom Kulturalter und vom Sauerstoffgehalt 


Von 
ETTA GREVE* 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 30. Oktober 1956) 


In der vorliegenden Arbeit wurde das Atmungsverhalten der Hefe- 
stamme Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoides Yeast Foam und Saccha- 
romyces cerevisiae (Weihenstephan) in verschiedenen vegetativen Phasen 
und in verschiedener Atmosphare untersucht. Dabei legten wir beson- 
deren Wert darauf, die Messungen einerseits unter méglichst natitirlichen 
Bedingungen, andererseits aber auch bei méglichst verschiedenen Verhalt- 
nissen vorzunehmen, um so eine gesicherte Basis fiir spezielle Unter- 
suchungen zu erhalten. Deshalb wurden die gasvolumetrischen Messun- 
gen, die wir mit Hilfe der von WarBure (1923) beschriebenen Methode 
vornahmen, nicht mit Suspensionen von Hefen in Phosphatpuffer, 
sondern im vollen N&ahrmedium ausgefiihrt. Damit waren sowohl schadi- 
gende oder jedenfalls verandernde Effekte des Puffers gegeniiber dem 
Nahrmedium ausgeschaltet, als auch die Méglichkeit gegeben, die Hefen 
direkt warend der Vermehrung zu messen, was in Phosphatpuffer auch 
bei Glucosezusatz nicht einwandfrei méglich ist. Im weiteren sollte der 
EinfluB von reiner Sauerstoff-Atmosphare im Vergleich zur Luft gepriift 
werden, da in diesem Punkt die Angaben in der Literatur sich stark 
widersprechen. SchlieBlich wurde noch versucht, die gasvolumetrischen 
Messungen durch Alkohol- und Zuckerbestimmungen zu bestatigen, da 
gegen die Anwendbarkeit der erstgenannten Methode bereits Einwande 


erhoben wurden (WrINpIscH 1932 und WrirnpiscH, HAEHN u. HEUMANN 
1953). 


Material und Methode 


Medium. Die Herfiihrung und Untersuchung der beiden Hefestamme Saccharo- 
myces cerevisiae var. ellipsoides Yeast Foam (,,Yeast Foam‘) und Saccharomyces 
cerevisiae (Wethenstephan) (,,Sacch. cer.*) erfolgte in einem fliissigen, synthetischen 
Medium nach SprrGELMAN (1944) von folgender, leicht abgedinderter, Zusammen- 


* Teil einer Dissertation der Naturwiss.-mathem. Fakultat der Universitat 
Freiburg i. Br. Herrn Prof. Marguarpr méchte ich fiir die Uberlassung des Themas 
und die Férderung der Arbeit danken. 

Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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setzung: 1 g MgSO,, 2 g KH,PO,, 5 g Bactopepton, 120 g Glucose, 100 cm® Hefe- 
kochsaft, mit aqua dest. auf 1 Liter aufgefiillt; pa-Wert des Mediums 5,2. Je 50 cm® 
dieses Mediums wurden in 100 cm* Erlenmeyerkélbchen gegeben und anschlieBend 
-fraktioniert sterilisiert. y 


Herfithrung der Kultur. Fir die Untersuchungen wurde vom Bodensatz 
_ einer 7 Tage alten Kultur mit einer Impfése in ein frisches Kélbchen abgeimpft. 
Die Kulturen wurden bei 30° C im Thermostaten zur Vermehrung gebracht und 
kamen dann normalerweise ohne weitere Vorbehandlung im gewiinschten Alter zur 
- Messung. — Fiir die Versuche unter Sauerstoff-Atmosphare wurde wahrend 16 Std 
vor Beginn der Messungen ein Sauerstoffstrom durch die Kulturen geleitet (1 bis 
2 Gasperlen/sec). (Herkunft: Knapsack-Griesheim AG. Er enthielt 99,4—99,5% 
Sauerstoff; der Rest war Stickstoff.) 

Warsurc-Messungen. Die Gasstoffwechselmessungen wurden nach der 
direkten Methode von WarsureG (1923) vorgenommen, wie sie von UMBREIT, 
Burris u. STAUFFER (1951) beschrieben wird. Apparat: Modell V der Firma Braun- 
Melsungen mit Barcrort-Manometern und konischen ReaktionsgefaéBen mit Ein- 
satz und einer Seitenbirne mit durchbohrtem Schliffstopfen. (Bei der Sauberung 
der Kélbchen erwies sich heiBes Prilwasser ebenso wirksam wie Chromschwefelsaure). 

Von einer in der beschriebenen Weise hergefiihrten Kultur wurde im gewiinschten 
Alter durch Umschiitteln eine gleichmaBige Suspension hergestellt. Zur Verdiimnung 
dieser Suspension wurden von einem Teil durch Zentrifugieren die Zellen abgetrennt 
und das Zentrifugat der restlichen Suspension zugesetzt, so daB eine Zelldichte von 
3—11 Millionen Zellen je 2 cm? entstand, ohne da die Zusammensetzung des 
Mediums verandert wurde. Mit je 2 cm dieser Suspension beschickten wir den Haupt- 
raum von 6 ReaktionsgefaBen, von denen 3 zuvor im Einsatz mit 0,4 em® 15% iger 
KOH versehen worden waren. 

Nach Einhangen dieser 6 Manometer und 2er Thermobarometer in das Wasser- 
bad wurde 10 min bei geéffneten Manometerhahnen geschiittelt. Die Schitttel- 
frequenz war die gleiche wie wahrend des Versuchs und betrug 90 Hin- und Her- 
ginge/min bei einem Ausschlag von 7 cm. Bei schnellerem Schiitteln war kein 
Unterschied in den Versuchsergebnissen zu bemerken. Nach 10 min war der Tempe- 
raturausgleich mit dem Wasserbad des WarBuRG-Apparates, das auf 30° C ein- 
gestellt war, erreicht. Im allgemeinen wurden die Messungen 1 Std lang durch- 
gefiihrt. Sie konnten aber bei besonders schwacher oder besonders heftiger Gas- 
entwicklung auf 2 Std ausgedehnt, baw. auf 1) Std verkiirzt werden, wurden aber 
immer im Zeitraum von + 1 Std des angegebenen Kulturalters durchgefiihrt. 

Bei der Messung unter Sauerstoff wurde in Anlehnung an die von DicKkENs (in 
Bamann-Myrpack, 1941) beschriebene Anordnung verfahren. Die Anzucht der 
Kulturen, die auch unter Sauerstoff erfolgte, wurde bereits beschrieben. Mit Hilfe 
der auf die Manometer aufgesetzten T-Glasrohre wurden die 8 Manometer einer 
Messung miteinander verbunden und gleichzeitig mit Sauerstoff versorgt. Dadurch, 

“da am freien Arm des Glasrohres auf dem letzten Manometer der Schlauch mit 
einer Schlauchklemme geschlossen wurde, war es méoglich, den Sauerstoff vom 
ersten bis zum letzten Manometer mit etwa dem gleichen Druck eintreten zu lassen. 
Der Sauerstoffstrom wurde zu MeSbeginn erst nach vélligem Verschlu8 der Mano- 
meter abgestellt. Die iibrige Messung verlief wie gewohnlich. 

Zellzahlung. Zu Anfang und Ende jeder Warpura-Messung wurde die Zell- 
zahl der untersuchten Probe bestimmt. Die Zellzahlung wurde im Prinzip nach der 
von JORGENSEN (1940) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Der Fehler betrug 
dabei je nach Dichte der Suspension 3—10%. 

Alkoholbestimmung. Die Alkoholbestimmungen wurden auf zweierlei Weise 
durchgefiihrt, und zwar nach der Methode von Wipmark (1932) und nach der 
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nephelometrischen Methode, die BicHER u. RepETzKy (1951) zuerst beschrieben 
haben. In beiden Fallen wurde die Kultur im gewiinschten Alter durch Umschiitteln 
gut durchmischt. Dann wurden von einem Teil der so entstandenen Zellsuspension 
durch zweimaliges Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl die Zellen abgetrennt und 
mit dem Zentrifugat die Alkoholbestimmung angesetzt. Ein Teil der iibrigen Sus- 
pension kam zur Warpura-Messung. Der Rest wurde im Thermostaten aufgehoben 
und nach 6 Std eine weitere Alkoholbestimmung angesetzt. Aus der Differenz im 
Alkoholgehalt dieser beiden Proben konnte die Alkoholbildung/Std berechnet 
werden. — Auch bei der Alkoholbestimmung wurde parallel zu jeder Probeent- 
nahme die Zellenzahl bestimmt. 

Jodometrische Alkoholbestimmung: Die EnteiweiBung zu Beginn der Messung 
war iiberfliissig, weil zur Zeit der Messung das Medium so wenig Eiweif enthielt, 
daB es nicht zur Ausflockung zu bringen war. Wahrend der Uberdestillation 
des Alkohols standen die Kélbchen im dunklen Thermostaten bei etwa 55° C. In 
allen anderen Einzelheiten wurden die Vorschriften genau befolgt. Die Differenz 
zwischen jeweils zwei Parallelbestimmungen betrug niemals mehr als 3%. 

Nephelometrische Alkoholbestimmung: Apparat: Photometer ,,Eppendorf* der 
Firma Netheler und Hinz, mit Glascuvette von 1 em Schichtdicke. Kontrollen der 
MeBwerte mit Hilfe einer bekannten Alkohollésung ergaben eine gute Zuverlassig- 
keit der Messungen bei einem Fehler bis zu 2%. 

Zuckerbestimmungen. Die Zuckerbestimmungen wurden nach der von 
IssEKuTz u. Boru (1927) variierten Methode von HAGEDORN u. JENSEN (1923), wie 
sie bei Bamann-Myrpacxk (1941) zitiert wird, durchgefiihrt. Die Vorbereitung des 
Mediums war genau die gleiche wie fiir die Alkoholbestimmungen. Haufig wurden 
beide Bestimmungen am gleichen Medium vorgenommen. Allerdings wurde jeweils 
nur eine Zuckerbestimmung, namlich die der ersten Alkoholbestimmung ent- 
sprechende, angesetzt. Die Differenz zwischen den jeweils 2 parallelen Messungen 
betrug héchstens 6%. 


I. Vorversuche 


1. HinfluB des Mediums 


Da wir zur Klarung der vorliegenden Fragen die Hefen in méglichst 
ungestortem Kulturablauf messen wollten, priiften wir zunéchst die 
Brauchbarkeit von Phosphatpuffer als Suspensionsmittel wiahrend der 
Messung unter diesem Aspekt, da der Phosphatpuffer iiblicherweise fir 
diese Art Messungen Verwendung findet. Ein Vergleich von 12% glucose- 
haltigem Puffer und vollem Nahrmedium ergab die in Tab. 1 wiederge- 
gebenen Werte. Demnach ist nach 24 Std die Gasabgabe in Puffer um unge- 
fihr 150 111/100000 Zellen, das sind 33%, herabgesetzt. Nach 48 Std hatten 
die Messungen in Puffer zwar keine gasvolumetrisch meSbare Anderung 
zur Folge; andererseits zeigten aber auch cytologische Beobachtungen 
mit der in einer spateren Arbeit zu besprechenden Indophenolblau-Reak- 
tion Unterschiede zwischen den Zellen aus Glucose-Phosphatpuffer und 
Nahrmedium. Insgesamt erwies sichalso der Phosphatpuffer als fiir unsere 
Versuche ungeeignet, wie dies in ahnlicher Weise auch WarBuRG (1927) 
bereits feststellte. 

Ob der Puffer woméglich sogar letale Wirkungen auf die Zellen aus- 
ibte, war nicht einwandfrei festzustellen. Vergleichend angesetzte 
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Plattengiisse aus Nahrmedium und Puffer ergaben eine sehr schwach 
herabgesetzte Koloniezahl der Pufferkulturen. Diese Herabsetzung wird 
aber auffallender, wenn man bedenkt, daB im Glucose-Puffer noch eine 
schwache Vermehrung stattfindet, so daB bei den 1—2 Std spater ge- 
gossenen Platten der Pufferkulturen eine erhéhte Koloniezahl hatte er- 
wartet werden kénnen. Die iiblichen farberischen Methoden, deren Unzu- 
_verlassigkeit zur Bestimmung toter Hefezellen bereits haufig festgestellt 
wurde, erwiesen sich auch in unseren Versuchen als unbrauchbar. 


Tabelle 1. Vergleich des Gasstoffwechsels in Puffer und Nahrmedium 
in ul/Std 100000 Zellen 


Zeit in Std Gasaufnahme Gasabgabe 
M ox M Ge 
ete 24 0,014 0,001 0,365 0,004 
48 0,018 0,001 0,226 0,003 
Pnffer 24 0,016 0,001 0,224 0,003 
48 0,017 0,003 0,197 0,003 


2. Vermehrung der Kulturen 


Wenn wir sicher gehen wollten, bei unseren Untersuchungen ver- 
schiedene vegetative Phasen der Hefen zu erfassen, muSten wir uns 
zunachst Kenntnis iiber den Kulturverlauf verschaffen. Zu diesem Zweck 
nahmen wir Vermehrungskurven von Yeast Foam-Kulturen einmal unter 
normaler Atmosphare und einmal unter Sauerstoff auf. 


Spezielle Versuchsanordnung: Zur Aufnahme der Vermehrungskurven von 
Kulturen unter normaler Atmosphare wurden 16 Kélbchen in normaler Weise gleich- 
zeitig beimpft. Von der 12. bis zur 48. Std nach der Beimpfung wurde alle 6 Std 
yon je 2 Kélbchen mit der Zaihlkammermethode die Zellenzahl bestimmt. Zwei 

weitere Auszahlungen nahmen wir nach 72 Std vor. Zur Bestimmung der Vermeh- 
rung unter Sauerstoff wurden 3 gleichzeitig beimpfte Kélbchen nach 8 oder 32 Std 
in der iiblichen Weise unter Sauerstoff gebracht. Nach 12, 18 und 24 Std bzw. 36, 
42 und 48 Std wurde von je einem Kélbchen eine Probe ausgezahlt. Zur Bestim- 
mung der Zellvermehrung bei Sauerstoffbehandlung von der 56. Std an wurde 
nach 72 Std die Zellzahl bestimmt. Aus je 2x2 (Kurve II) oder 1x2 (Kurve I) 
Punkten wurden Vermehrungskurven gewonnen. Fiir die Zellzahl nach 24 und 
48 Std standen von anderen Versuchen in beiden Fallen einige Werte mehr zur Ver- 
fiigung. Die Sauerstoffkurven wurden aus je 3 Messungen bestimmt. 


In Abb.1 ist der Verlauf der Vermehrung eingetragen. Fur normale 
Kulturen ergaben sich 2 verschiedene Kurven. Das hat seinen Grund 
darin, da die Vermehrung in zwei zeitlich voneinander getrennten Ver- 
suchsserien verfolgt wurde. Die friihere Serie ergab die flachere Kurve, 
die spatere die steilere. Die Kurven verlaufen einander weitgehend paral- 


lel. Die geringere Endzellzahl der friiheren Kurve ergibt sich daraus, daf 
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bei diesen Kulturen die logarithmische Vermehrung offenbar etwas spater 
einsetzt und da sie etwas friiher aufhért als bei der spateren Kurve, bei 
der sie ungefahr bis zur 30. Std dauert. Bei der fritheren Kurve ist sie 
nach etwa 27 Std beendet. Nach 36 Std findet in beiden Fallen praktisch 
keine Vermehrung mehr statt. 

Der Einflu8 des Sauerstoffs auf die Vermehrung wurde in Parallele zu 
der spateren der beiden normalen Kurven bestimmt. Die erhaltenen 
Werte sind auch in Abb. 1 
wiedergegeben. Wird mit_ 
der Einleitung des Sauer- 
stoffs 8 Std nach der Be- 
impfung begonnen, so ver- 
lauft die Véermehrungskurve 
wesentlich steiler und be- 
halt die logarithmische Zu- 
nahme bis zum Abbruch 
der Messungen nach 24 Std 
bei. Wird der Sauerstoff 
den Kulturen von der 32. 
Std nach der Beimpfung 
an zugeleitet, so wird die 
bereits fast erloschene Ver- 
mehrung erneut stark an- 
geregt, erreicht aber nicht 
den Wert der jiingeren sauer- 
stoff-behandelten Kultur, ist 
jedoch bedeutend — starker 
als die der gleichalten nor- 
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malen Kultur. Wird mit 
Abb. 1. Saccharomyces cerevisiae, Yeast foam. der Sauerstoffeinleitung erst 
Wachstumskurve desselben Stamms im Abstand . 
mehrerer Monate (Iu. Il) in normaler (ausgezogene 56 Std nach der Beimpfung be- 
Linie) und in O,-Atmosphiire (gestrichelte Linie). gonnen, ist die Zellzahl nach— 
Abszisse: Stunden. Ordinate: Zellenzahl: 10° 


2 Std gegentiber der nor- 
malen Kultur unverandert. 
Aus den Kurven, die auf diese Weise gefunden wurden, war klar abzu- 
lesen, dafs sich eine Kultur unter normaler Atmosphare nach 24 Std noch 
in lebhafter Vermehrung befand, wahrend sie nach 48 Std bereits in 
Teilungsruhe tibergegangen war. Nach 72 Std muBte demnach schlieB- 
lich eine Kultur im vollen Ruhezustand zu erfassen sein. Da zu diesen 
3 Zeitpunkten auch die Sauerstoffkulturen charakteristische Unter- 
schiede aufwiesen, namlich lebhafte Vermehrung nach 24 Std, schwachere 
Vermehrung nach 48 Std und Ruhe nach 72 Std, erschienen sie zur Er- 
fassung entsprechender Unterschiede im Gasstoffwechsel geeignet. 
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Nachdem wir uns so Kenntnis von der Vermehrungsphase verschafft 
hatten, in der sich die Kulturen jeweils zu Versuchsbeginn befanden, blieb 
noch zu klaren, wie sich die Kulturen in bezug auf die Vermehrung wih- 
rend der Warpura-Messung verhielten, da sie vor allem durch das 
Schiitteln im Warsurc-Apparat hier veranderten Bedingungen ausge- 
setzt waren. Die Zellzihlungen, die zu Anfang und Ende jeder Messung 
vorgenommen wurden, konnten diese Frage klaren (Abb. 2). 

Bei der 24 und 48 Std alten normalen Kultur war die Vermehrung im 
WarsBurc-Apparat gegeniiber der der ungestért wachsenden Kultur stark 
heraufgesetzt, was bei der 
48 Std alten Kultur beson- 4 


2¥Std 
ders auffallt, da die unge- ,, Rigs 
storte Kultur zu diesem Zeit- 
punkt tiberhaupt keine Ver- 22 
; 24Std/0, 

mehrung mehr zeigt. (Daher _,, 
in der Abb. auch nicht dar- 

’ : 7 
gestelit.) Die 72 Std alte g 
normale Kultur zeigt unter 5 gaol Be Std 
den Bedingungen im War- 
BuRG-Apparat nur ein sehr Abb. 2. Saccharomyces cerevisiae, Yeast foam. Zunahme 
schwaches Wiederaufleben der Zellenzahl einer Kultur nach 24 und 48 Std in 

‘ normaler und in O.-Atmosphire, sowie nach 72 Std. 

der Vermehrung. Bei den Diinne Siule: Kultur ungeschiittelt, dicke Saule: 


Kultur unter den Bedingungen eines Atmungsversuches 
Kulturen unter Sauerstoff im WARBURG-Apparat. Ordinate: Anzahl der wiihrend 


zeigt sich ein nahezu um- 1 Std gebildeten Zellen. 
gekehrtes Bild. Nach 24 Std 
ist die Vermehrung wahrend der Messung wesentlich geringer als bei der 
ungestorten Kultur. Nach 48 Std ist die Vermehrung in beiden Fallen 
fast gleich. 

If. Hauptversuche 


1. Gasstoffwechselmessungen 


a) Messungen in normaler Atmosphare. Die Messungen, die in 
diesem Abschnitt besprochen werden, sollten zunachst klaren, ob das 
Kulturalter oder die Vermehrung EinfluB auf den Gasstoffwechsel der bei- 
den untersuchten Kulturen haben und wie dieser EinfluB sich ausdriickt. 

Die Yeast Foam-Kulturen wurden nach gewohnlicher Anzucht 24, 48 
oder 72 Std alt gemessen. Die Dichte der zur Messung kommenden Sus- 
pension hatte dabei keinen Einflu8 auf das Versuchsergebnis. In Tab. 2 
sind die Ergebnisse zusammengestellt. 

Solange es nicht gesichert ist, daB es sich bei den Werten, die mit der WARBURG- 
Messung erfaBt werden, ausschlieBlich um Atmungs- und Garungs-Kohlendioxyd 
und um Atmungs-Sauerstoff handelt, werden wir nur von Gasabgabe und Gas- 
aufnahme sprechen. — Die Mittelwerte aus den einzelnen Messungen wurden auf 


die iibliche Weise berechnet und waren alle zu sichern. 
18* 
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Betrachten wir zunichst die Werte der Gasabgabe. Der Mittelwert der 
24 Std alten Kultur liegt praktisch bei 600 ~1/Std. Demgegeniiber ist die 
Gasabgabe der 48 Std alten Kulturen, die nur ungefahr 350 w1/Std betragt, 
stark herabgesetzt. Die Messungen der 72 Std alten Kulturen muBten in 
2 Gruppen eingeteilt werden. Die Gasabgabe der ersten Gruppe ist unge- 
filhr der der 48 Std alten Kultur gleich. Die Messungen der zweiten 
Gruppe, die zu einem spiteren Zeitpunkt durchgefiihrt wurden, ergaben 
dagegen eine vergleichsweise sehr stark herabgesetzte Gasabgabe. 


Tabelle 2. Gasabgabe und Gasaufnahme unter normaler Atmosphire 
in pl/Std 100000 Zellen 


Zeit in Std Gasaufnahme Gasabgabe 

M ox M ox 
: 24 0,017 0,001 0,624 0,016 
Yeast Foam 48 0,019 0,003 0,344 0,001 
721 0,028 0,001 0,376 0,084 
7211 0,024 - 0,003 0,096 0,032 
24 0,023 0,003 0,823 0,005 
Sacch. cer. 48 0,025 0,001 0.803 0,030 
120 0,014 0,001 0,064 0,018 


Die Werte der Gasaufnahme sind sehr viel geringeren Schwankungen 
unterworfen. Zwischen der 24 und 48 Std alten Kultur besteht praktisch 
kein Unterschied. Die Werte der 72-Std-Kulturen stimmen in beiden 
Serien etwa tiberein und sind gegeniiber den jiingeren Kulturen auch nur 
leicht: erhoht. 

Sacch. cer. wurde 24, 48 und 120 Std nach der Beimpfung gemessen. 
Die Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefaBt. Die Gasabgabe ist bei 
der 24 und 48 Std alten Kultur im Gegensatz zu Yeast Foam praktisch 
gleich und sehr stark, bei der 120 Std alten Kultur dagegen auf weniger 
als 1/,) herabgesetzt. Die Gasaufnahme ist bei der 24 und 48 Std alten 
Kultur wieder ungefahr gleich, bei der 120 Std alten jedoch um die Halfte 
vermindert. 

Wir sehen also, daB in jedem Fall die Werte der Gasaufnahme bei den 
jiingeren Kulturen im Gegensatz zu den alteren weit unter denen der 
Gasabgabe liegen. AuBerdem wird deutlich, da die Gasabgabe schneller 
nachlaBbt als die Gasaufnahme und zwar bei der Backerhefe Yeast Foam 
wiederum schneller als bei der untergirigen Bierhefe Sacch. cer. 

b) Messungen unter Sauerstoff. Nachdem wir das Verhalten in 
den verschiedenen normalen Vegetationsphasen kannten, untersuchten 
wir vergleichend den Sauerstoff-EinfluB wiahrend dieser verschiedenen’ 
Phasen, um so woméglich die widersprechenden Ergebnisse der Literatur! 
klaren zu kénnen. Wir maBen Kulturen in den verschiedenen Alters- 
stufen, die sich gleich lange unter Sauerstoff befanden. Ein Vergleich: 
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dieser Messungen einerseits untereinander und andererseits mit denen 
der gleichaltrigen Kulturen unter normaler Atmosphare mubte den Sauer- 
stoffeinfluB zeigen und womdglich seine Abhangigkeit vom Kulturalter, 
d. h. dem vegetativen Zustand der Hefen, deutlich machen. 

Die Anzucht und Messung der Kulturen unter Sauerstoff wurde schon 
beschrieben. Die Ergebnisse der Messungen mit Yeast Foam zeigt Tab. 3. 
Die Gasabgabe ist in diesem Fall bei der 24 und 48 Std alten Kultur 
gleich. Bei der 72 Std alten Kultur, bei der wieder friihere und spatere 
Messungen zu unterscheiden sind, ist sie bereits bei der ersten Mefserie 
herabgesetzt, bei der 2. MeBserie hat sie dann einen noch geringeren 
Wert angenommen. 


Tabelle 3. Gasaufnahme und Gasabgabe unter Sauerstoff in yl/Std/100 000 Zellen 


i 


Zeit in Std Gasaufnahme Gasabgabe 

M oF M ox 

i rr eee eS 
24 0,038 0,006 0,348 0,024 
er 48 0,050 0,001 0,369 0,025 
aE 720 0,024 0,001 0,180 0,004 
7211 0,059 0,011 0,041 0,009 
24 0,063 0,016 0,720 0,025 
Sacch. cer. 48 0,025 0,001 0,475 0,045 
120 0,013 0,001 0,013 0,001 


Die Gasaufnahme ist bei den beiden jiingeren Kulturen in diesem Falle 
groBer als bei den 72 Std alten Kulturen der friiheren MeBserie. Bei der 
spateren Serie ist sie noch etwas groBer als bei den jungen Kulturen. 

Die entsprechenden Messungen wurden mit Sacch. cer. durchgefiihrt. 
Wie Tab.3 zeigt, ist in diesem Fall die Gasabgabe bei der 24 Std alten 
Kultur wieder sehr stark. Bei der 48 Std alten Kultur ist sie demgegen- 
iiber herabgesetzt und bei der 120 Std alten Kultur auf ein Minimum 
zuriickgegangen, das genau der auch sehr schwachen Gasaufnahme dieser 
Kultur entspricht. Die Gasaufnahme der 24 Std alten Kultur ist be- 
deutend stiarker als die der 48 Std alten Kultur. 

Ein Vergleich der Zahlen ergibt, daB die Gasabgabe der normalen 
Yeast Foam mit zunehmendem Kulturalter schneller abnimmt als die der 
normalen Sacch. cer. Daraus wird deutlich, daB die Wirkung der Sauer- 
stoffbehandlung auf einer friiher einsetzenden Alterung beruht, die zur 
Folge hat, daB bei der Yeast Foam die Gasabgabe unter Sauerstoff bereits 
nach 24 Std den Wert annimmt, den die normale Kultur nach 48 Std 
zeigt. Die 24 Std alte Sacch. cer. zeigt dagegen keine Anderung der Gas- 
abgabe unter Sauerstoff, was ganz dem Verhalten der normalen 48 Std 
alten Kultur entspricht, die auch gegentiber der 24 Std alten nicht ver- 
andert ist. Der eben dargelegten allgemein beobachteten Tendenz der 
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Gasabgabe, mit zunehmendem Kulturalter nachzulassen, und der Fest- 
stellung, daB diese Alterungserscheinung durch Sauerstoffbehandlung 
geférdert wird, entspricht der Effekt, dai die Sauerstoffbehandlung bei 
beiden Serien der 72 Std alten Yeast Foam und bei der 120 Std alten 
Sacch. cer. ebenfalls eine verminderte Gasabgabe gegeniiber den normalen 
Kulturen aufwies. 

Die Gasaufnahme zeigt im Gegensatz dazu deutlich die Tendenz, in- 
folge der Sauerstoffbehandlung zuzunehmen. Allerdings findet eine 
Steigerung nur bei solchen Kulturen statt, die sich wahrend der Sauer- 
stoffbehandlung noch in Vermehrung befinden. Fiir Yeast Foam ist das 
deutlich zu erkennen. Bei der 24 und 48 Std alten Sauerstoff-Kultur ist 
die Gasaufnahme gegentiber den entsprechenden normalen Kulturen um 
100—150% gesteigert. Die 72 Std alten Kulturen der 1. Serie zeigen da- 
gegen keine Veranderungen der Gasaufnahme im Vergleich zu der nor- 
malen Kultur. Die starke Steigerung der Gasaufnahme der 2. Serie der 
72 Std alten Kulturen hat eine andere Ursache, die in einer spateren 
Arbeit zu besprechen sein wird. — Bei Sacch. cer. zeigt nur die 24 Std 
alte Kultur unter Sauerstoff eine Atmungssteigerung gegentiber der nor- 
malen Kultur. Vermutlich stellt diese Hefe ihre Vermehrung schon friher 
ein als Yeast Foam. Leider konnte das nicht nachgeprift werden, weil 
Sacch. cer. noch vor Beendigung der Versuche die Vermehrung in unserem 
Medium ganz einstellte. Die Verminderung der Gasaufnahme bei der 
120 Std alten Kultur ist wohl wieder auf eine beschleunigte Alterung, die 
sich in diesem Fall in einer allgemeinen Herabsetzung der Aktivitat 
auBert, zurtickzuftihren. 


2. Weitere stoffwechselphysiologische Untersuchungen 


Die in diesem Kapitel beschriebenen Alkohol- und Zuckerbestimmun- 
gen sollten zeigen, wie weit die Werte, die fiir die Gasaufnahme und die 
Gasabgabe gemessen wurden, der Sauerstoff-Aufnahme durch Atmung 
und der Kohlendioxyd-Abgabe durch Atmung und Garung entsprechen. 
Da’ vor allem fiir wachsende Kulturen Zweifel geiuBert worden sind 
(WinpiscH, HAEHN u. HeUMANN 1953), ob die mit Hilfe der WarBurRG- 
Messung gefundenen Werte direkt auf Atmung und Gaérung umgerechnet 
werden diirften, wurden die Alkohol- und Zuckerbestimmungen an diesen 
Kulturen durchgefiihrt. Die gefundenen Werte konnten dann nach ent- 
sprechender Umrechnung mit den Gaswerten verglichen werden. 

a) Alkoholbestimmungen. Spezielle Versuchsanordnung: Die Alkohol- 
bestimmung wurde bei den Yeast Foam-Kulturen mit Hilfe der nephelometrischen 
Methode in der beschriebenen Weise durchgefiihrt. Bei Sacch. cer. wurde die 
Methode von WirpMArK angewandt. Fiir die Alkoholbestimmung, die der 24 Std 
alten Kultur entsprechen sollte, wurden die beiden Me8proben nach 22 und 28 Std 


entnommen. Die der 48 Std alten Kultur entsprechenden Proben wurden nach 
46 und 52 Std entnommen. Die gebildete Alkoholmenge rechneten wir in mMol um. 
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Vergleichen wir zunachst die Mittelwerte der Alkoholmessungen mit den 
aus den Gasstoffwechselmessungen als Gaérungs-Kohlendioxyd vermuteten 
Werten, d. h. mit den Mittelwerten der Gasabgabe minus Gasaufnahme, 
denen theoretisch das Garungs-Kohlendioxyd entsprechen sollte, so ergibt 
sich, nachdem auch die Gaswerte in mMol umgerechnet sind, das in Tab.4 
wiedergegebene Bild. Das theoretisch bei alkoholischer Garung zu er- 
wartende Verhaltnis 1 : 1 wurde demnach in guter Sicherung erhalten. 
(Dabei wurden nur die Werte des Gasstoffwechsels beriicksichtigt, die in 
Parallelmessungen zu den Alkoholbestimmungen gefunden wurden.) 


Tabelle 4. Alkohol und Kohlendioxyd in mMol/Std/100000 Zellen 


Zeit in Std Alkohol Kohlendioxyd 
24 M = 0,000034 M = 0,000033 
Yeast Foam ao, = 0,000004. oz; = 0,000001 
48 M = 0,000013 M = 0,000015 
oz = 0,000001 oz = 0,000002 
Sacch. cer. 24 | M = 0,000035 M = 0,000035 
a, = 0,000006 o; = 0,000002 


b) Zuckerbestimmungen. Spezielle Versuchsanordnung: Im Gegensatz zur 
Alkoholbestimmung wurde die Zuckerbestimmung nur an Yeast Foam- und nicht an 
Sacch. cer.-Kulturen vorgenommen. Der Zuckergehalt wurde nur nach 22 und 46 Std 
bestimmt, also entsprechend der ersten der jeweils zwei Alkoholbestimmungen. 
(Eine Differenzmessung war nicht méglich, weil bei der hohen Zuckerkonzentration 
die Differenz in der relativ kurzen Zeit verhaltnismaBig so gering war, da sie noch 
zu nahe am Fehlerbereich lag.) 


Tabelle 5. Gdrungsumsatz in mMol/Tag 
fs 0 ee ee ee 


sd Zucker Alkohol Kohlendioxyd ot eaves 
ABs verschwunden gebildet gebildet nvonuatiats 
ee ee ee 
0—22 0,68 0,48 0,54 I oO 70) Oe 7/ 
22—46 0,48 1,49 1,39 iB ByIe 3 28) 
0—46 1,16 1,97 1,93 e701 66 


In Tab.5 ist der Zuckerverbrauch von der 0.—22. und der 22. bis 
46. Std den Kohlendioxyd- und Alkoholwerten gegeniibergestellt. Die 
Gegenrechnung des Garungs-Kohlendioxyd war wegen der sehr starken 
Gasentwicklung allerdings schwierig, da weder mit der WAaRrBuRG-Mes- 
sung noch mit Garréhrchen das gesamte, innerhalb 24 Std von einer 
Kultur gebildete Kohlendioxyd zu erfassen war. Wenn man aber voraus- 
setzt, daB die nach 24 baw. 48 Std fiir eine Stunde gemessenen Gaswerte 
fiir jede der 24 vorhergegangenen Stunden die gleichen waren, und wenn 
man auBerdem eine Durchschnittszellzahl annimmt, und zwar die nach 
2/, der Versuchszeit aus der Vermehrungskurve abzulesende Zahl, so 
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ergeben sich die Werte, die in Tab. 5 mit aufgefiihrt sind und mit den 
Alkoholwerten gut iibereinstimmen. Es zeigt sich, dafs der Zuckerver- 
brauch gegeniiber dem theoretisch zu erwartenden Wert, der ein 1: 2 : 2 
— Zucker : Alkohol : Kohlendioxyd Verhaltnis ergeben miiBte, wahrend 
der ersten 24 Std viel zu hoch ist, da& von der 22.—46. Std dagegen viel 
zu wenig Zucker verbraucht wird. Der wihrend der gesamten 46 Std ver- 
brauchte Zucker kommt so natiirlich dem theoretisch zu erwartenden 
Wert am niichsten, ist aber immer noch etwas zu hoch. (Der veratmete 
Zucker betragt 1°, und ist zu vernachlassigen.) 


Diskussion 
Eigenschaften der untersuchten Hefestimme 

Die Untersuchungen zu dieser Arbeit wurden in erster Linie mit dem 
Stamm Sacch. cer. var. ellips. Yeast Foam durchgefiihrt, weil MARQUARDT 
u. Bautz (1956) festgestellt hatten, daB dieser Stamm stark sporu- 
liert. Er scheint daher fiir weiterfiihrende Untersuchungen besonders 
geeignet. Der Stamm Sacch. cer. (Weihenstephan) wurde in die Ver- 
suche mit einbezogen, da mit diesem Stamm bisher die meisten 
cytologisch orientierten Untersuchungen an unserem Institut durch- 
gefiihrt wurden, und er daher verhaltnismaBig gut bekannt war. Aller- 
dings stellte sich wahrend dieser Arbeit heraus, dai die beiden Stéamme 
keineswegs als konstant anzusehen sind, vielmehr anderten beide im 
Laufe der Untersuchungen ihre Eigenschaften. Bei Sacch. cer. ging die 
Anderung so weit, daB sie in dem von uns benutzten Medium tiberhaupt 
nicht mehr zur Vermehrung zu bringen war. Bei Yeast Foam stellten sich 
von einem bestimmten Tage an veranderte Versuchsergebnisse ein, und 
zwar in verschiedenen Punkten gleichzeitig. Diese Anderungen blieben 
dann fiir den weiteren Verlauf der Versuche konstant. Es war also eine 
staindige Kontrolle der Stamme nétig, damit stets nur Messungen gleich- 
wertiger Kulturen miteinander verglichen wurden. Welche Ursachen den 
Anderungen der Hefestiimmezu Grunde liegen, ist uns nicht bekannt. Bei 
Sacch. cer. handelt es sich jedenfalls nicht um eine Vitaminmangel- 
erscheinung, wie man auf Grund der Tatsache, dai die Hefen in unserem 
Medium nicht, in Bierwiirze dagegen wohl wuchsen, zunachst vermuten 
méchte, denn auch durch Vitaminzusatz wurde das Wachstum nicht an- 
geregt. Bei Yeast Foam lag die urspriingliche Anderung offenbar in der 
rascheren Vermehrung (steilere Vermehrungskurve), die dann den schnel- 
leren Verbrauch des Nahrmediums mit seinen Auswirkungen auf den 
Stoffwechsel nach sich zog. So ist die starke Atmung der 72 Std alten 
Sauerstoff-Kulturen als Folge des Zuckermangels nach Verbrauch des 
Mediums zu verstehen. Daf Zuckermangel eine erhdhte Atmung zur 
Folge hat, ist bekannt und wird auferdem in einer spateren Arbeit noch 
néher zu erértern sein. Dafs diesen Anderungen ein Mutationsvorgang zu 
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Grunde liegt, ist unwahrscheinlich, weil die gleichen Anderungen in 2 seit 
Monaten getrennt voneinander gefiihrten Kulturen stattfanden. Es 
kénnte sich woméglich um die Auswirkung eines Jahresrhythmus handeln. 
Um das zu entscheiden, reicht aber das Versuchsmaterial nicht aus. 


HinfluB des Mediums 


Wie bereits betont, fiihrten wir unsere Messungen im vollen Nahr- 
medium anstatt in Puffer durch, nachdem sich herausstellte, dai der 
Puffer physiologische Anderungen der Hefen u.a. auch speziell des 
Gasstoffwechsels verursacht. Wenn nun einerseits das volle Nahrmedium 
die Sicherheit bot, daB vollvitale, normale Hefen zur Messung kamen und 
auBerdem im Nahrmedium die Méglichkeit bestand, den Gasstoffwechsel 
direkt wahrend der Vermehrung zu messen, stellte sich doch andererseits 
die neue Schwierigkeit ein, daB sich bei den Messungen wahrend der 
Vermehrungsphase stindig das Bezugssystem der Stoffwechselwerte, 
die fiir die Zellzahl berechnet wurden, dnderte. Das war auch dadurch 
nicht ganz zu korrigieren, daB wir das Mittel von Anfangs- und Endzell- 
zahl bestimmten. Diese mittlere Zellzahl war ja tatsachlich erst spater 
als nach der Halbzeit der Versuche erreicht. Da aber jeder Versuch mehr- 
fach wiederholt wurde und die Vermehrungsverhaltnisse immer leicht 

‘unterschiedlich waren, diirfte der Fehler doch letzten Endes sehr klein 

sein. Mit einer leichten Ungenauigkeit mu8 hier aber auf jeden Fall ge- 
rechnet werden. — Wie wir auSerdem in unseren Versuchen feststellten, 
ist auch in Glucose-Puffer die Vermehrung nicht ganz ausgeschaltet. 


Sicherung der Gasstoffwechselwerte 


a) Alkoholbildung. Zunachst muf festgestellt werden, ob die Gas- 
werte, die wihrend der Vermehrung gemessen wurden, wirklich allein 
auf Atmungs-Sauerstoff und Atmungs- und Garungs-Kohlendioxyd 
guriickzufiihren sind. Nach WinpIscH (1932), sowie WINDISCH, HAEHN 
u. Hrumann (1953) ist das nicht ohne weiteres moglich, da nach ihrer 
Ansicht von einer Hefekultur waihrend der Vermehrung einerseits fliich- 
tige Stoffe auBer Kohlendioxyd abgegeben werden und andererseits mog- 
licherweise Sauerstoff auBer zur Atmung zu Synthesezwecken aufge- 
nommen wird. Demnach sind auf Grund der blofen WarBurG-Messungen 
bei sich vermehrenden Hefen keine Aussagen itber die tatsachliche At- 
mung und Garung zu machen. Wir nahmen deshalb auBer der WARBURG- 
Messung noch Alkohol- und Zuckerbestimmungen vor. Die Ubereinstim- 
mung der gebildeten Alkoholmenge und des als Garungs-Kohlendioxyd 
anzunehmenden Kohlendioxyds war nun in den vorliegenden Versuchen 
bei beiden untersuchten Hefestémmen so gut, daB man in bezug auf die 
Girung schlieBen kann, dab keine Stoffwechselvorgainge vorliegen, die 
einen wesentlichen Fehler der WarsBurGc-Messungen ergeben. Dagegen 
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sind die fiir die Gasaufnahme gefundenen Werte auf diesem Wege leider 
nicht zu sichern, da die Atmung gegeniiber der Garung zu gering ist und 
der Fehler dadurch relativ groB8 wird. Allerdings ist die Gasaufnahme in 
Pufferlésung auch bei der 24 Std alten Kultur gegeniiber der gleichalten 
Kultur im Nihrmedium kaum verandert, héchstens ganz leicht herauf- 
gesetzt, ebenso wie die der 72 Std alten Yeast Foam. Nun befindet sich die 
72 Std alte Kultur bereits in Ruhe, wie wir zeigten, und die 24 Std alte 
Kultur in Glucose-Puffer weist nur eine ganz schwache Vermehrung auf. 
Nach Wrnpiscu soll aber gerade infolge der Vermehrung ein zusatz- 
licher Sauerstoffverbrauch auftreten. Das scheint bei unseren Versuchen 
nach dem eben Dargelegten nicht der Fall zu sein. Eine Abgabe fliichtiger 
Stoffe, die zu niedrige Atmungswerte vortaéuschen wiirde, kann offenbar 
auch nur von sehr geringem EinfluB sein, wie aus den fast gleichen Gas- 
aufnahmewerten ruhender und sich teilender Kulturen hervorgeht. Wir 
nehmen daher an, da auch unsere mit der WaRBURG-Messung gefunde- 
nen Atmungswerte weitgehend zuverlissig sind. Sollten geringe Fehler 
vorhanden sein, haben sie jedenfalls offenbar keine Bedeutung fiir die 
Differenzen zwischen den Versuchsserien. 

DaB die Messungen unter Sauerstoff tiberhaupt nicht durch die Alko- 
holbestimmung zu sichern waren, hatte seinen Grund darin, daB das 
Medium wahrend des Versuchs an Alkoholgehalt verlor anstatt zunahm, 
Die Ursache dafiir war die hohe Differenz im Alkoholdampfdruck zwi- 
schen fliissiger und gasformiger Phase, die durch die relativ hohe Ver- 
suchstemperatur und die zu Anfang des Versuchs standig mit Sauerstoff 
frisch angereicherte Atmosphire hergestellt wurde. DaB dies tatsachlich 
die Ursache war und daB nicht etwa eine Veratmung oder Resynthese des 
Alkohols vorlag, machte ein Blindversuch klar. Dabei wurden die Zellen 
nach 24stiindiger Kultur vom Medium abzentrifugiert und mit dem 
zellfreien Medium der Versuch in der itblichen Weise durchgefihrt. In 
diesem Fall war der gemessene Alkoholverlust noch gré8er als der in zell- 
haltigem Medium. Die normalen Kulturen standen im Gegensatz dazu 
wahrend des Versuchs im Kulturschrank, dessen Atmosphire bereits mit 
Alkohol stark angereichert war. 

b) Zuckerverbrauch. Nachdem die Alkoholbestimmung eine so 
gute Ubereinstimmung der Alkohol- und Kohlendioxyd-Werte ergeben 
hatte, war es erstaunlich, daf sich bei der Zuckerbestimmung groBe Dis- 
krepanzen zu diesen Werten ergaben. Wie wir sahen, war der Zuckerver- 
brauch wahrend der ersten 24 Std viel zu hoch, waihrend der 24.—48. Std 
dagegen viel zu gering. Natiirlich war damit zu rechnen, da durch Syn- 
thesevorgange Zucker verlorengeht. Der Zuckerschwund wiahrend der 
ersten 24 Std war aber zu groB, um sich allein daraus zu erkliren. Mit 
dieser Feststellung ist aber die Frage nach den ersten Schritten zum 
Abbau der Glucose auf dem Garungswege aufgeworfen, eine Frage, die 
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sich schon in den drei®iger Jahren aus ahnlichen Beobachtungen verschie- 
dener Autoren ergeben hatte, ohne da’ bis jetzt geklart ware, in welcher 
Form der Zucker dem Medium zunachst entzogen wird. Der Vermutung 
RUNNSTROMS u. SPERBERS (1938), daB es sich um eine Adsorption an die 
Zelloberflache handelt, widersprechen Versuche WERTHEIMERS (1930), 
die ergaben, daB es sich um eine chemische Reaktion handeln mu8. Das 
entsprache den Beobachtungen von WILLSTATTER u. ROHDEWALD (1934) 
sowie GopAS (1938), die eine auSerordentlich rasch und vor Einsetzen 
der Garung erfolgende Glykogensynthese feststellten. WILLSTATTER u. 
ROHDEWALD meinen dabei zwei verschiedene Glykogene unterscheiden zu 
konnen. SchlieBlich nehmen Kruyk u. KLINGMULLER (1938) eine Hexose- 
Phosphorsaure-Bildung an und stimmen damit mit den Befunden Rotu- 
STEINS (1954) tiberein. Gemeinsam ist allen Beobachtungen, daB ein 
starker Zuckerschwund, der nach WERTHEIMER (1929) durch Garungs- 
gifte spezifisch unterbunden wird, bereits vor Einsetzen der Garung ein- 
tritt. Die Form der Zuckerbindung scheint von besonderem Interesse, 
weil andere Autoren, ndmlich StTrer u. STANNARD (1936), PICKET u. 
Currton (1943) sowie Spregetman u. Nozawa (1945) feststellten, da® 
die zelleigenen Kohlenhydrate nicht durch Garung, sondern nur durch 
Atmung abgebaut werden kénnen. Da aber in unseren Versuchen von 
der 24.—48. Std als Kohlenhydratquelle fiir die Garung zumindest teil- 
weise die am ersten Tag ,,gespeicherte‘’ Glucose dienen mu, — denn es 
besteht ja diesmal ein Defizit im Zuckerverbrauch — liegt hier ein neuer 
Ansatzpunkt zur Priifung der Frage vor, in welcher Form dieser Zucker 
tatsachlich vorhanden ist. 

Zur Bestiitigung der Gasstoffwechselwerte sind unter diesen Umstan- 
den jedenfalls nur die Alkoholbestimmungen zu verwerten. Da die Uber- 
einstimmung der Alkohol- und Kohlendioxyd-Werte aber so gut war, 
werden wir im folgenden voraussetzen, dafi die mit der WARBURG-Be- 
stimmung gefundenen Werte der Garung entsprechen. Dab dies mit 
einiger Sicherheit auch fiir die Atmung méglich ist, legten wir bereits dar. 


Zusammenhang der Vermehrung mit Atmung und Garung 


Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Gasstoffwechselmessungen 
soll zuerst untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen Atmung 
oder Girung und der Vermehrungsrate der Kulturen besteht. Am wahr- 
scheinlichsten schien eine Beziehung zur Atmung zu sein, da WINDISCH, 
Heumann u. Gosticn (1953) feststellten, da Sauerstoft auf die Dauer 
fiir die Vermehrung unentbehrlich ist. In der gleichen Richtung weisen 
auch Versuche von NicKERSON (1954) und ScHMID (1952). Man konnte 
also bei starker Vermehrung erhéhte Atmung erwarten. Es ist deshalb 
erstaunlich, daB wir keine entsprechenden Beziehungen feststellen 
konnten. Vergleichen wir némlich die 24 und 48 Std alten Sauerstoff- 
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Kulturen, so zeigt sich, daB die 24 Std alte Kultur mit der geringeren 
Atmung die stirkere Vermehrung aufweist. So ist also bei gleichen Kul- 
turbedingungen zwischen Atmung und Vermehrung keine Beziehung 
festzustellen. Dieser Befund wird noch durch einen Vergleich der norma- 
len und der Sauerstoff-Kulturen bestatigt, bei dem sich zeigt, daB sowohl 
nach 24 als auch nach 48 Std zumindest wihrend des Versuchs die Ver- 
mehrung unter Sauerstoff geringer ist als unter Luft. Dafi womodglich 
grundsatzlich ein reziprokes Verhaltnis zwischen Atmung und Vermeh- 
rung besteht, wie man nach diesen Ergebnissen vermuten k6nnte, er- 
scheint andererseits aus den oben angefiihrten Griinden auBerst unwahr- 
scheinlich. 

Gegen die Vermutung, daf sich die Vermehrung, die noch bis zu MeB- 
beginn herrschte, auf die Atmung auswirken kénnte, spricht die gleichblei- 
bende Atmung der 24 und 48 Std alten normalen Kulturen, die sich dabei 
in durchaus verschiedener Vermehrungsphase befinden. Es ist nach 
allem anzunehmen, daB die Sauerstoffmengen, die speziell fiir die Er- 
haltung der Vermehrung erforderlich sind, zu gering sind, um hier ins 
Gewicht zu fallen. 

Die zweite Méglichkeit, daB eine Beziehung zwischen Vermehrung und 
Garung besteht, die nach Ausfithrungen von WaRrBuRG (1954) denkbar 
ware, war durch unsere Ergebnisse auch nicht zu bestatigen. Es ergab 
sich keine Parallele zwischen Garung und Vermehrung. 

SchlieBlich wurden noch die Gesamtenergien, die sich jeweils aus At- 
mung und Garung ergaben, berechnet, jedoch wieder, ohne da sich eine 
Beziehung zur Vermehrung ergeben hatte. 


Hinfluf der Sauerstoffbehandlung auf die Vermehrung 


Aus dem stark vermehrungsférdernden Einflu8 der Sauerstoffbe- 
handlung auf die Kulturen ergibt sich die Frage, ob darin eine direkte 
Wirkung des Sauerstoffs zu sehen ist oder ob das eine Folge der Bewegung 
ist, in die der durchperlende Sauerstoff das Medium versetzt. Es ist nun 
tatsichlich recht wahrscheinlich, da die Bewegung des Mediums, durch 
die den Zellen standig frische Nihrstoffe zugefiihrt wurden, fiir diese 
gesteigerte Vermehrung verantwortlich ist. Dafiir sprechen auch einer- 
seits Versuche von KEM (1933) sowie Fink u. Ross (1952) und anderer- 
seits unsere eigene Beobachtung, dafi das Umschiitteln der Kulturen 
z. B. zur Alkoholbestimmung ebenso eine erhéhte Vermehrung zur Folge 
hat wie das sténdige Schiitteln der Kélbchen wahrend der WarBurG- 
Messung. AuBerdem haben Swanson u. CLirron (1948) bei Sauerstoft- 
Uberleitung iiber ihre Kulturen sogar eine geringere Hefeernte als bei 
Kulturen, die unter Luft gewachsen sind. In beiden Fallen rihrten sie 
dabei ihre Kulturen dauernd wiihrend des Versuchs. Diese Frage niher zu 
untersuchen schien aber im Rahmen dieser Arbeit nicht von besonderem 


Untersuchungen iiber das Atmungsverhalten von Hefen. I 269 


Interesse, zumal ja offenbar die Atmung nicht infolge der gesteigerten 
Vermehrung erhoht ist. Natiirlich kann bei der erhohten Vermehrung in- 
soweit ein Sauerstoffeinflu8 vorliegen, als die Zufuhr frischer Luft (bzw. 
frischen Sauerstoffs) ebenso geférdert wird wie die der Nahrstoffe 
(Scumrp 1952). Dabei scheint aber Sauerstoff gegeniiber Luft keine 
stairkere Wirkung zu haben. 


Einfluf des Kulturalters auf Atmung und Gaérung 

Bei den Gasstoffwechselmessungen hatten wir zunachst die Anderungen 
festgestellt, die das Kulturalter mit sich brachte. Dabei scheinen sich in 
erster Linie die Anderungen, die das Medium infolge des Stoffwechsels 
der Hefen erfahrt, auf Atmung und Garung auszuwirken, da ein Zu- 
sammenhang mit der Vermehrung nicht zu erkennen war. Die Anderun- 
gen von Atmung und Giirung erwiesen sich fiir die beiden untersuchten 
Staémme als etwas unterschiedlich. Wahrend Sacch. cer. zwischen der 
24 und 48 Std alten Kultur keinerlei Unterschied zeigte, nahm bei Yeast 
Foam die Garung in dieser Zeit stark ab. Der Grund hierfiir mag in einem 
stabileren Gédrungssystem der Brauereihefe gegeniiber der Backerhefe 
liegen. Meyeruor (1925) stellte den gleichen Unterschied zwischen 
Brauerei- und Bickereihefe fest. SLontmsKy (1949) fand allerdings bei 
seiner Backerhefe nach 24 und 48 Std die gleichen Werte. Unsere Be- 
funde stehen grundsatzlich im Gegensatz zu denen von Scumrp (1952), 
der bei steigender Zellenzahl eine Abnahme des Sauerstoffverbrauchs und 
eine Zunahme der Garung feststellte. 

Wie wir sahen, wurden diese , Alterungserscheinungen", die in erster 
Linie in einem Nachlassen der Garung liegen, durch die Sauerstoff be- 
handlung beschleunigt. Durch die Messung im gleichen Kulturalter war 
also keine vollstiindige Parallele zwischen der normalen und der sauer- 
stoffbehandelten Kultur herzustellen, in der dann nur der Faktor, den die 
Atmosphiare darstellt, variiert gewesen ware. Vielmehr wurde durch die 
beschleunigte Vermehrung wahrend der Sauerstoffdurchleitung das Me- 
dium schneller verbraucht, und so stellten sich die bekannten Alterungs- 
erscheinungen frither ein. Dariiber, daB es sich bei der 72 Std alten Yeast 
Foam-Kultur unter Sauerstoff (IT. Serie) bei der verstairkten Atmung 
auch nicht um einen direkten Sauerstoffeffekt handelt, kann im ubrigen 
kein Zweifel bestehen. Es liegt hier vielmehr sicherlich eine Zuckermangel- 
erscheinung vor, wie in einer spateren Arbeit naher zu erléutern sein wird. 


EinfluB des Sauerstoffs auf Atmung und Garung 
Beim Vergleich unserer Ergebnisse mit den aus der Literatur be- 
kannten Versuchen der Hefeumstimmung durch Sauerstoffbehandlung 
ergibt sich zunachst einmal eine Ubereinstimmung mit den Befunden 
von MryvERHOoF (1925), der auch eine Atmungssteigerung bei Kulturen, 
die unter Sauerstoff geziichtet waren, feststellte. Dagegen stehen die 
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Ergebnisse im Widerspruch zu denen von WINDISCH (1932), der seine 
Messungen nach Anzucht unter verschiedener Atmosphare allerdings 
immer im gleichen Sauerstoff-Stickstoff-Gemisch durchfiihrte und nicht 


unter reinem Sauerstoff. Die Ubereinstimmung mit WARBURG (1927) ist | 


in bezug auf die Sauerstoffwirkung wohl nur scheinbar. Tatsachlich ist 
die starke Atmungssteigerung bei Liiftung bis zu drei Tagen nach Zucker- 
verbrauch wohl nicht auf die Sauerstoffeinwirkung als solche zuriickzu- 
fiihren. DaB WarBurRG nach 8 Std keine Wirkung des Sauerstoffs fand, 
mag an der kurzen Einwirkungszeit liegen. 

Es hat den Anschein, als bestatigten unsere Ergebnisse auch die Be- 
funde von Frnx (1932), dem es zunachst gelang, das unvollstandige Cy- 
tochromspektrum von Backerhefen bei Ziichtung unter Sauerstoff in das 
vollstandige Spektrum einer atmenden Hefe umzuwandeln. Der gleiche 
Versuch gelang dann Fink u. BERWALD (1933) auch an Bierhefe. FINK 
betont dabei, daB die Umziichtung nur gelingt, wenn die Hefen sich 
wahrend der Sauerstoff-Behandlung vermehren, was also auch unserer 
Beobachtung entspricht. Diese Erfahrung machten auch Borer u. 
Ss6DEN (1943), die bei Ziichtung der Hefen unter standig zunehmender 
Sauerstoffatmosphare den %-Gehalt von Cytochrom ¢ in den Hefen 
steigern konnten. Im Gegensatz dazu stehen aber die Befunde von Bautz 
u. HaGEen (1954), die nach Sauerstoff-Behandlung der Hefen in Glucose- 
Phosphatpuffer eine ebenso starke Zunahme des Cytochromspektrums 
fanden wie bei Ziichtung auf Agar, obgleich die Hefen sich im ersten Fall 
fast nicht vermehrten. Darin schien zunachst zwar ein Widerspruch auch 
zu unseren Ergebnissen zu liegen. Aber wie es einerseits noch nicht er- 
wiesen ist, daf} bei den Kulturbedingungen, bei denen eine Vermehrung 
stattfindet, immer die Atmung durch Sauerstoff gesteigert wird, ist um- 
gekehrt nicht gesagt, daB grundsatzlich keine Atmungssteigerung auftre- 
ten kann, wenn die Kulturverhaltnisse keine Vermehrung zulassen. Es ist 
immerhin moéglich, daB die Ursachen fiir das Ausbleiben einer Vermeh- 
rung in Phosphatpuffer und dem vollen Medium verschieden sind und 
damit auch die Méglichkeiten fiir die Atmungssteigerung. Als feststehend 
ist demnach nur auszusagen, dab eine Atmungssteigerung durch Sauer- 
stoff-Behandlung grundsatzlich méglich ist, daB aber noch erginzende 
Faktoren dabei mitwirken kénnen, die im einzelnen noch naher be- 
stimmt werden miiBten. Ebenso ware noch zu untersuchen, ob mit einer 
Zunahme des Cytochromspektrums in jedem Fall tatsichlich eine 
Atmungssteigerung parallel geht. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde festgestellt, da der physiologische Zustand der Hefen in 
Phosphatpuffer verandert wird und daB sich diese Anderung im Gas- 
stoffwechsel auBert. 


—s 
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2. Die logarithmische Vermehrung der Yeast Foam-Kulturen wird 
durch Sauerstoff-Behandlung geférdert. Dabei scheint der fordernde Ein- 
fluB aber nicht vom Sauerstoff, sondern von der Durchmischung des Me- 
diums auszugehen, die bei der gewahlten Versuchsanordnung gleichzeitig 
stattfand. 


3. Kine Abhangigkeit der Atmung oder Garung von der Vermehrungs- 
rate war nicht festzustellen. 


4. Mit zunehmendem Alter der Kulturen 1a8t die Garung schneller 
nach als die Atmung. Die Garungsabnahme mit dem zunehmenden 
Kulturalter erfolgte bei der Backerhefe Yeast Foam rascher als bei der 
Bierhefe Saccharomyces cerevisiae. 


5. Durch 16stiindigen Aufenthalt in Sauerstoff-Atmosphare kann die 
Atmung von Yeast Foam- und Sacch. cer.-Kulturen im vollen Nahr- 
medium gesteigert werden, wenn sich die Kulturen wahrend dieser Zeit 
noch vermehren. Erfolgt keine Vermehrung, bleibt die Atmung un- 
verandert. 


6. Eine Herabsetzung der Garung durch die Sauerstoff-Behandlung 
konnte als Folge einer beschleunigten Alterung, die als Sekundareffekt 
bei Sauerstoff-Behandlung auftritt, gedeutet werden. 


7. Die Werte, die fiir die Garung mit Hilfe der Gasvolumetrie gefunden 
wurden, konnten unter normaler Atmosphare durch Gegenrechnung mit 
parallel durchgefiihrten Alkoholbestimmungen bestatigt werden. Kine 
gleiche Sicherung der Atmungswerte war nicht mdglich. 


8. Bei den Zuckerbestimmungen ergab sich fiir die ersten 24 Std ein 
starkerer, fiir 24—48 Std ein geringerer Zuckerschwund als im Vergleich 
zu den bei Alkohol- und Kohlendioxyd-Bestimmung gefundenen Werten 
theoretisch zu erwarten war. 
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Cytochemische Untersuchungen tiber den Zusammenhang 
von nativer Garungsintensitat 
und desoxygenem Energiepotential 
beim anoxybiotischen Phosphatstoffwechsel 


Von 
F. WINbDISCH, W. NORDHEIM und W. HEUMANN 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 23. November 1956) 


Am Beispiel der nicht girenden Torulopsis Stamm S (Atmungszellen), 
die in Zuckerphosphatlésung einen RQ ~ | besitzt, konnten wir auf ver- 
haltnismaBig einfache Weise und mit sicher reproduzierbarem Ergebnis 
dartun (WinpDIscH, HeuMANN u. NorpueErM, 1955c), da der tiber die 
Zellmembran verlaufende Phosphatwechsel zwischen Nahrmedium und 
Plasma obligat O,-gebunden, also mit der Zellatmung untrennbar ge- 
koppelt ist und somit den gleichen energetischen Bedingungen unterliegt 
wie der Proliferationsakt, der ebenfalls nicht ohne die Mitwirkung von 
Sauerstoff vor sich gehen kann (WinpiscH, HAEHN u. HEuMANN, 1953). 
Der Phosphatwechsel vom Medium ins Zellinnere vollzieht sich demnach, 
wie unsere DNP-Hemmungs- und Anoxybioseversuche kombinatorisch 
ergeben haben (WInDISCH, HEUMANN u. GosiicH, 1955a), nach dem Prin- 
zip der oxydativen Phosphorylierung. Unter anaeroben Bedingungen 
nimmt die rein atmende Organismenzelle kein Phosphat von aufen in 
sich auf, selbst dann nicht, wenn eine P-Mangelziichtung vorangegangen 
ist, auf die bei aerober P-Regenerierung nachgewiesenermaBen (WIN- 
piscH, HINKELMANN u. STIpRAND, 1955b, 1956c) eine phosphatische 
Uberkompensation folgt. Im Zustand des protoplasmatischen P-Mangels 
tritt die respiratorische Abhingigkeit der cellularen Phosphataufnahme 
besonders sinnfallig in Erscheinung (WrvpiscH, NorDHEIM u. HEUMANN, 
1956 a). 

Weit komplizierter liegen die Verhiltnisse, wenn wir es mit aerob 
girenden Hefen (Giarungszellen) zu tun haben, d. h. zellphysiologisch ge- 
sehen, mit. jener. Kategorie von Organismen, welche unter normalem 
aeroben Sauerstoff-Partialdruck sowohl giren als auch gleichzeitig at- 
men. Unterwirft man diese Garungszellen der P-Hungerziichtung und 
bringt sie danach unter Ausschluf von Sauerstoff in regenerierende Phos- 


phatlosung, so tritt nachweislich Phosphor — trotz Einhaltung strengster 
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anaerober Versuchsbedingungen — vom Medium ins Plasma iiber. Das 
scheinbar abweichende Ergebnis kénnte leicht zu dem Trugschlu8 ver- 
leiten, daB durch die Girung der Anaerobionten die Energie geliefert 
werde, welche — in korrelativer Reaktionskoppelung — die endergonisch 
bedingte Phophatversorgung der Zelle erméglicht. DaB diese Annahme 
nicht zutrifft, konnte von uns durch alternative Versuchsgestaltung mit 
einerseits anabiotischen Garungszellen und andererseits zymagen umge- 
ziichteten Atmungszellen nachgewiesen werden (WINDISCH u. NORDHEIM, 
1956b). 

Die Garungszellen sind, nach unseren chemo- und chromoanalytischen 
Ermittlungen, unter anaeroben Bedingungen nur so lange befahigt, Phos- 
phat von aufen ins Zellinnere zu transferieren, wie sie tiber eine respira- 
torische Energiereserve verfiigen (WrypiscH u. Mitarb., 1953b, d; 
SosKIN u. LEVINE, 1946). Ist diese — nach entsprechend langer Diminu- 
tionsziichtung — aufgebraucht (Anabiose), so muB erst wieder Sauerstoff 
in ausreichendem Mabe hinzutreten, ehe erneut Phosphor vom Medium 
ins Plasma iiberwechseln kann. Setzt hierbei zugleich, nach gentigend 
langer O,-Zufuhr, Proliferation und Restitution des oxydativen Energie- 
depots ein, so vermag sich die Garungszelle auch wieder anaerob mit 
Phosphat zu versorgen und im P-Hungerzustand sogar damit zu tiber- 
saittigen (phosphatische Uberkompensation). Umgekehrt erlangen die 
Atmungszellen, deren protoplasmatische Phosphatversorgung, wie be- 
reits erwahnt, untrennbar mit der Atmung gekoppelt ist, die Befihigung 
zur anaeroben Phosphataufnahme aus dem Medium, wenn sie zyma- 
gen umgeztichtet (HaypucK u. HAHN, 1922), d.h. aerob zuckerspal- 
tend geworden sind. Stellt sich indessen nach fortgesetzter desoxygener 
Passagenztichtung Anabiose ein, so verliert die aerob giirfihig gewordene 
Torulopsishefe in diesem Zustand wiederum das Vermégen der anaero- 
ben P-Resorption aus dem umgebenden Medium, was solange andauert, 
bis unter hinreichend langer O,-Zufuhr erneut Proliferation einsetzt und 
sich in der Zelle reversibel ein oxydatives Energiedepot ausbilden kann. 

Die differentiell an einerseits ausschlieBlich atmenden und andererseits 
aerob giirenden Organismen durchgefiihrten Teste ergaben in der Ge- 
samtsicht, daB die beiden in ihrem physiologischen Verhalten distinkten 
Zelltypen im P-Mangelzustand unter aeroben Bedingungen Phosphat 
tiberkompensierend aufnehmen, wihrend anoxybiotisch nur die aerob 
giirende Kategorie dazu befihigt ist, was nach unserer Ansicht mit dem 
Vorhandensein einer oxydativen Energiereserve in Beziehung ge- 
bracht werden muB (WinpiscH u. NorpHxrM, 1956b). Aufgabe der vor- 
liegenden Arbeit soll es sein, den Zusammenhang von nativer Girungs- 
intensitét und desoxygenem Energiepotential bei kraftig, schwach und 
nicht garenden Organismen auf cytochromatischer und chemischer Basis 
zu untersuchen. 
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Experimenteller Teil 
A.Zusammenstellung und Gruppierung 
der verwendeten Hefespezies 

Die fiir die vorliegenden Untersuchungen von uns als Testorganismen 
ausgewahlten Hefetypen unterscheiden sich — mit abgestufter Po- 
tenz — in ihrem Garvermégen und sind dementsprechend in der nach- 
folgenden Aufstellung unterteilt und gruppiert. Auf Grund der ermittel- 
ten Garungsquotienten (ec8) haben wir die zum Intensiti&tsbereich 
von 175 und dariiber gehorigen Organismen als mittel bis stark, die unter 
175 liegenden als maBig bis schwach giirend kategorisiert und auBerdem 
die nicht garenden als dritte Gruppe zusammengefaBt. Die Hefen Toru- 
lopsis utilis und Stamm S sind einmal nach ihrer nativen Stoffwechsel- 
Veranlagung und zweitens nach dem Grad ihrer zymagenen Umziichtung 
(Haypuck u. Harun, 1922; Winpiscu, Harun u. Heumann, 1953) 
eingeordnet. 

I. Vertreter des mittel bisstark girenden Typus 

1. Saccharomyces carlsbergensis Rasse U, aus dem Institut f. Garungsgewerbe 
Be Borin (1. Gi Bertin). Qe — 263. 


2. Saccharomyces cerevisiae Hansen (Bierhefe), aus dem I. f.G.-Berlin. Qo? = 281. 

3. Saccharomyces ellipsoideus Hansen (Winninger), Syn. Moselweinhefe Win- 
ninger, aus dem I. f. G.-Berlin. Qe8. = 280. 

4. Saccharomyces cerevisiae Hansen Rasse XJI (Brennereihefe), aus dem 


N 
I. f. G.-Berlin. Qop§ = 235. 
2 
5. Saccharomyces cerevisiae Hansen (Backerhefe), aus einer Backerei bezogen. 


N 
Qc. = 213. 
2 
6. Saccharomyces carlsbergensis Frohberg Lindner, aus dem I. f. G.-Berlin. 
N 
Qc6_ = 320. 
2 


N 
7. Saccharomyces carlsbergensis Saaz Lindner, aus dem I.f. G.-Berlin. Qco, = 232. 
8. Torulopsis utilis (Henneberg) Lodder, zymagen hochgeziichtet. Weitere An- 


N 
gaben siehe unter II. co, = 185. 


Il. Vertreter des maBig bis schwach garenden Typus 
9. Torulopsis utilis (Henneberg) Lodder, Syn. Torula utilis Henneberg, aus dem 


I. f. G.-Berlin. Qed. = 67. Torulopsis utilis ist in der Garungstechnik als 


Mineralhefe bekannt und darum von Harrison(1928) als Syn. ,,Torula mineralis 
Hayduck u. Haehn“ in Vorschlag gebracht worden. LopDER u. KREGER VAN Rig 
(1952) stimmten, da sie auf Kartoffel-Agar die Ausbildung eines Pseudomycels 
beobachten konnten, fiir die Bezeichnung ,,Candida utilis (Henneberg) nov. comb.“. 
Im nativen Zustand besitzt diese Wildhefe nur ein schwaches Garvermégen, das 
aber nach zymagener Umsziichtung (Haypuck u. Harun, 1922) stark ansteigt; 
zugleich wird dabei auch die Atmungsintensitat gesteigert (WinDiIscH, 1928, 1932, 
1933; TRAUTWEIN u. WASSERMANN, 1930; Winpiscu, Harun u. Heumann 1953). 
19* 
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NV 4 : 
10. Torulopsis Stamm A, von Ananas isoliert. Qco, = 70. Sie bildet kugelige 


bis ovale Zellen, die gelegentlich — trotz optimaler Ernahrung — Degenerations- 
erscheinungen zeigen, so daB abnorm groBe, langgestreckte Gebilde auftreten (un- 
zutreffend auch als ,,Involutionsformen‘ bezeichnet). Jede Zelle enthalt ein oder 
mehrere stark lichtbrechende Polkérperchen, die mit Nilblau bzw. Sudan IIT anfarb- 
bar sind. 


11. Torulopsis Stamm S, zymagen umgeziichtet. Weitere Angaben s. unter Til 
N 
Qc6. = 38. 
2 
N 
12. Saccharomyces exiguus (Reess) Hansen, aus dem I. f. G.-Berlin. @ 00, == 16lam 


Ill. Vertreter des nicht garenden Typus 


13. Torulopsis S, von ungarischer Salamiwurst isoliert, ist nativ eine ausschlieB- 
lich atmende Wildhefe, die in diesem Zustand eine weiBe Haut auf der Nahrlésung aus- 
bildet. Sie zeigt wie Torulopsis Stamm A kugelige Zellen, die aber etwas gréBer 
sind, und enthalt ebenfalls lichtbrechende Polkérperchen, welche sich mit Nilblau 
bzw. Sudan III anfarben lassen. 


14. Debaryomyces X, eine nicht naher bestimmte Species, die morphologisch 
Debaryomyces nicotianae Giovannozzi sehr ahnlich ist, im Gegensatz zu dieser aber 
dem nicht girenden Typus angehért; aus unserer Kulturensammlung. 


15. Sporobolomyces roseus Kluyver et van Niel, Syn. Amphiernia rubra GriiB, 
aus dem I. f. G.-Berlin, gehért zu den roten Hefen und wurde von Grtss (1926) 
im Sporn der Bliiten des Leinkrautes und der Kapuzinerkresse gefunden. Nach 
den Angaben von Griss handelt es sich um die gleiche rote Hefe, welche von 
W. Winpiscu in Wiirzeproben entdeckt wurde, die eine starke Dosis Formaldehyd 
bekommen hatten. Sie ist zuerst in LinDNERs ,,Mikroskopischer Betriebskontrolle 
in den Garungsgewerben‘‘, Berlin 1909, beschrieben. 


16. Rhodotorula mucilaginosa (Jérgensen) Harrison, var. sanguinea (Schimon) 
Lodder, Syn. T'orula sanguinea Schimon, Rhodotorula sanguinea (Schimon) Harrison, 
aus dem I. f. G.-Berlin. 


17. Candida Mycoderma (Reess) noy. comb., Syn. Mycoderma cerevisiae (Des- 
maziéres) Leberle, aus dem I. f. G.-Berlin. 


B. Herfiihrung des phosphatarmen Zellmaterials 


Nach Abimpfung von der Stammkultur wurde die jeweils als Versuchsobjekt 
dienende Hefe — zur Erlangung ihrer optimalen Stoffwechselkrafte — tiber einige 
Passagen in LO% iger Malzwiirze geziichtet. Fiir die anschlieBende phosphatarme 
Herfithrung brachten wir dann die Zellen in eine halbsynthetische Nahrlésung, 
deren Zusammensetzung in einer fritheren Arbeit spezifiziert ist (WrxpiscH, H»r- 
rurt u. RUuLE, 1055d). Das phosphatarme Substrat enthielt im Liter etwa 3 mg P 
(gegeniiber einem durchschnittlichen P-Gehalt von 300 mg P/l in der 10% igen 
Malzwiirze). 

Im Verlauf der P-Mangelziichtung sank nun der absolute P-Gehalt der Zellmasse 
von Passage zu Passage ab, bis sich in jedem Fall, mit gewissen Abstufungen 
(Bereich 2—6 mg P/g Hefe-Trockensubstanz), das physiologische Minimum ein- 
stellte. Die phosphatarme Vermehrung der nicht bzw. schwach garenden Staémme 
war nur bei ausgiebiger Beliiftung zu erreichen. Die durch Separieren anfallende 
Zellernte wurde noch einige Male auf der Zentrifuge nachgewaschen und bildete 
hiernach das Ausgangsmaterial fiir die vorzunehmenden anaeroben P-Applikations- 
teste. 
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OC. Anaerobe P-Applikation der phosphatarm geztichteten 
Hefestimme 


Zum Zwecke der anaeroben P-Applikation suspendierten wir die ge-. 
wonnene P-Mangelhefe in steriler physiologischer NaCl-Losung und 
brachten die Suspension alsdann in eine hermetisch abgeschlossene 
Anoxybiose-Apparatur (WINDIScH, HAEHN u. Heumann, 1953d), mit 
der es sich erméglichen la8t, das Zellgut zunichst fiir sich allein mittels 
Reinststickstoff zu desoxygenisieren, ehe es mit der phosphathaltigen 
Nahrlésung (O,-freie Malzwiirze) in Kontakt gebracht, d. h. in diese tiber- 
gedriickt wird. Die Wahrung streng anaerober Versuchsbedingungen war 
prinzipiell dadurch gesichert, daB wir in allen entscheidenden Stadien 
die O,-Spurenkontrolle nach Tépr (1942, 1947, 1950, 1955) einschalteten, 
welche noch auf geringste Sauerstoffmengen im Konzentrationsbereich 
von 10-4% galvanometrisch anspricht und von uns auch fiir biologische 
Messungen als geeignet befunden wurde (WinpiscH, Topr u. Mitarb,. 
1952, 1953e). 

Bei allen Ansitzen gingen wir von einer Zellenzahl aus, die im Ver- 
haltnis zur ml-Menge des Substrates so hoch bemessen war, da — ge- 
maB dem Gesetz der Volumbegrenzung des Hefewachstums — keine Ver- 
mehrung eintreten konnte, also generative Interferenzen ausgeschlossen 
blieben. Die Fixpunkte der P-Einwirkung muBten, um vergleichbare 
Verhiltnisse zu schaffen, fiir simtliche Zellpriifungen einheitlich gewahlt 
werden. Nach entsprechenden Vorversuchen setzten wir die Reaktions- 
zeiten auf 5 und 24 Stunden fest. Im AnschluB an die erfolgte P-Appli- 
kation wurden die Testorganismen unverziiglich wieder durch anaerobe 
Separierung abgeschieden. Hierzu verwendeten wir ein von uns speziell 
konstruiertes Zentrifugenglas, dessen Hahnschaltsystem aus einer bereits 
an anderer Stelle veréffentlichten Abbildung mit entsprechenden Er- 
lauterungen zu entnehmen ist (WrNDIscH, NORDHEIM u. HEUMANN, 
1956a). Zur Entfernung noch anhaftender Substratreste wurde das Zell- 
zentrifugat weiterhin zwei- bis dreimal mit steriler O,-freier physiol. 
NaCl-Lésung ausgewaschen. 


D. Cytochromatische und chemische Analysierung 
der mit Phosphat applizierten P-Mangelzellen 


Die cytochemischen Untersuchungen nahmen wir unter Zugrunde- 
legung des von HaEHN sowie WINDISCH u. STIERAND (1953a) ausgearbei- 
teten M-T-Verfahrens vor, das auf dem Prinzip der Doppelfiirbung mit 
Methylenblau und Trypaflavin nebst zweifacher Sauredifferenzierung 
beruht. In Modellversuchen und bei biologischer Anwendung hat es sich 
als geeignet erwiesen, die Zellphosphate — infolge der dem M-T-Prinzip 
inharenten Eliminationswirkung — von den unspezifischen Faktoren der 
diffusen bzw. basophilen Plasmafarbung exakt abzugrenzen und auf 
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diese Weise cytochromatisch zu lokalisieren. Die halbquantitative Aus- 
wertung der M-T-Farbungen ist in den weiter unten aufgefiihrten Ver- 
suchstabellen nach folgender Schliisselung vorgenommen : 

a) Anzahl der Zellen mit gefarbten Granula: Angabe in Prozent. 


8) Umfang der Farbung in den Zellen: A gering, B mittel, C stark. 
y) Intensitat der Farbung: a schwach, 6 mittel, c stark, d sehr stark. 


Sind Umfang bzw. Intensitat unterschiedlich, so ist ,,von... bis“ angegeben, 
z. B. A/B oder B/C; herrscht eine Gruppe vor, so ist dies durch Fettdruck des ent- 
sprechenden Buchstabens kenntlich gemacht, z. B. A/C oder a/b. Als weitere Unter- 
scheidungsmerkmale sind verwendet: (<) ,,weniger als‘ und (>) ,,mehr als“. 

Zur Sicherung der cytologischen Untersuchungsergebnisse wurden von jeder 
Probe gleichzeitig quantitative Phosphoranalysen durchgefiihrt. Hierzu benutzten 
wir die gebrauchliche kolorimetrische Mikromethode nach ARRHENIUS (LANGE, 
1952). Der in den Versuchstabellen mitgeteilte Gesamt-P-Gehalt ist in mg P/g Hefe- 
Trockensubstanz angegeben. 


E. Versuchsergebnisse 


Die zahlen- und wertmaGige Zusammenfassung der chromo- und 
chemoanalytischen Feststellungen dieser Arbeit zeigen die Tabellen 
1—3. Aus der zellphysiologischen Abgrenzung der untersuchten Hefe- 
stimme (natives Spaltvermégen) ergab sich zwanglos die von uns ge- 
troffene Dreiteilung in Zellvertreter des stark, schwach und nichtgiren- 
den Stoffwechseltypus. Die Tabellen wiederum gliedern sich einheitlich 
in folgende 3 Abschnitte: 1. normale Ausgangshefe (in Malzwiirze kulti- 
viert), 2. die zugehérige P-Mangelhefe (in halbsynthetischer Nahrloésung 
gezichtet), 3. dieselbe Mangelhefe, nach 5- bzw. 24stiindiger P-Appli- 
kation. Entsprechend ihrer Zusammengehorigkeit sind die cytochromati- 
schen M-T-Werte und die chemischen Analysendaten in stets gleicher 
Anordnung auf die einzelnen Rubriken verteilt. 


Aus Tab. 1 geht hervor, daB bei stark bis mittelstark giirenden Hefen 
die phosphatische Uberkompensation nach P-Mangelziichtung nicht 
nur unter normalen aeroben (WiNpDIScH, HINKELMANN u. STIERAND, 
1955 d, 1956 c), sondern auch unter streng anaeroben Bedingungen 
markant in Erscheinung tritt. Da jedoch, wie von uns nachgewiesen 
wurde (WinpiscH, HmumANN u. NorpHEIM, 1955¢c; Winpiscu, Norp- 
HEIM u. HEUMANN, 1956a), die protoplasmatische Phosphatversorgung 
uber die Zellmembran respiratorisch gebunden ist, so muB folglich bei 
diesem Typus von Hefen ein oxydatives Energiepotential vorhanden 
sein (WrnDIscH, HEUMANN u. NorpuEm, 1955c), welches den phospho- 
rylierenden, also endergonischen P-Transport vom Substrat ins Zell- 
innere auch ohne die Anwesenheit von Sauerstoff erméglicht. DaB es 
nicht die Giérung ist, welche die Energie fiir diesen Phosphorylierungs- 
prozef} liefert, konnten wir in vorhergehenden Untersuchungen (Wrn- 
DISCH u. NoRDHEIM, 1956b) sicherstellen, bei denen es sich zeigte, daB 
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mit Eintritt der ,,anoxygenen Anabiose“‘, wenn die respiratorische Reserve- 
energie aufgezehrt ist, kein Phosphat mehr vom umgebenden Medium 
in die P-Mangelzellen zu permeieren vermag, obwohl sie unbeeintrachtigt 
giiren (WiINDIScH, HEUMANN u. Gostion, 1955a). Erst bei ausreichender 
Sauerstoffversorgung erlangen die anabiotischen Hefen erneut die Be- 
fihigung, ein oxydatives Energiedepot anzulegen und auf diese Weise 
wieder anaerob Phosphat in sich aufzunehmen (Wrypiscu u. NorpD- 
HEIM, 1956d). 

MaBig bis schwach giirende Hefeorganismen, wie sie in Tab. 2 erfaBt 
sind, vermégen im P-Mangelzustand, wenn sie der anaeroben P-Regene- 
rierung unterworfen werden, durchweg nur geringere Phosphatmengen 
als die stark girenden Spezies ins Plasma zu transferieren. Das haben die 
M-T-Farbungen und die chemischen Analysen iibereinstimmend besta- 
tigt. Aerob dagegen tritt in beiden Gruppen der gleiche Effekt der phos- 
phatischen Uberkompensation nach P-Mangelziichtung ein. Daraus folgt 
nach unserer Version, daB der zu der zweiten Gruppe gehorige schwacher 
girende Zelltyp auch eine entsprechend geringere Menge an aerob akti- 
vierbarer Energiereserve enthalten muB. 


In Tab. 3 zeigt sich folgerichtig, daB die nicht girenden Hefen, welche 
hauptsachlich der anaskosporogenen Gattung zugeh6ren, auch nicht da- 
zu imstande sind, unter anaeroben Verhaltnissen Phosphat tiber die Zell- 
membran aufzunehmen, obwohl sie in der Oxybiose den Effekt der phos- 
phatischen Uberkompensation gleicherweise wie die aerob giirenden 
Hefearten ergeben. Analoge Feststellungen haben wir bereits in einer 
Vorstudie am Torulopsis-Stamm S gemacht (WINDIScH, NORDHEIM u. 
HEuMANN, 1956a). Nach allem méchten wir im Sinne unserer These von 
der oxydativen Energiereservebildung schlieBen, daB die rein atmenden 
Hefezellen iiber keinen aktivierbaren Energievorrat wie die aerob giiren- 
den Spezies verfiigen, deren anaerobes Energiepotential —in entsprechen- 


den Abstufungen (Tab. 1 und 2) — stets reaktionsscharf zur Geltung 
kommen. 


F. Mikrophotographische Dokumentation 


In Bestatigung der cytochromatischen Versuchsergebnisse bringen 
wir einige Mikrobilder, deren Ver6ffentlichung als Schwarz-Weik-Repro- 
duktion von Originalfarbaufnahmen erfolgt. Die im Zellplasma sich mar- 
kant abhebenden Tinktionsstellen erscheinen im farbigen Original als 
sattgriine Punkte und Flecken, Aus jeder der 3 Gruppen von verschieden- 
artigen Hefetypen — stark, schwach und nicht giirend — haben wir, 
gleichsam als Pendants, je 2 Aufnahmen ausgewahlt, von denen immer 
die linksstehende das unbehandelte, die rechtsstehende das anaerob mit 
Phosphat applizierte Zellobjekt (P-Hungerhefe) veranschaulicht. Die 
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Dauer der P-Applikation betrug einheitlich 5 Std. Bei anderweitig von 
uns zusammengestellten cytochemischen Bildfolgen, die hier nicht zum 
Abdruck gelangen kénnen, handelt es sich im Prinzip um analoge Befunde. 


Abb. 1. Saccharomyces cerevisiae Hansen (Bierhefe) : Abb. 2. Saccharomyces cerevisiae Hansen 
P-arm geziichtet; kein M-T-Effekt (600: 1) (Bierhefe): Nach anaerober P-Applikation; 
starker M-T-Effekt (600:1) 


Abb. 3. Torulopsishefe A: P-arm geziichtet; Abb. 4. Torulopsishefe A: Nach anaerober 
kein M-T-Effekt (600: 1) P-Applikation; mittlerer M-T-Effekt (600:1) 
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Abb. 5, Debaryomyces X: P-arm geziichtet; Abb. 6. Debaryomyces X: Nach anaerober 
kein M-'T-Effekt (600: 1) P-Applikation; kein M-T-Effekt (600:1) 


Nach dem obigen Bildmaterial beurteilt, ist den drei Zellkategorien 
gemeinsam, daB sie keine M-T-Farbung im P-Mangelzustand ergeben. 
Vergleicht man gruppenzugehérig die anaerob mit Phosphat applizier- 
ten P-Mangelzellen untereinander, so ist anschaulich zu erkennen, dab 
der Effekt der P-Regeneration (M-T-Test) — je nach dem Grad baw. 
Fehlen des anaeroben Energiepotentials — im ersten Fall (stark giirend) 
kraftig, im zweiten Fall (miiBig giirend) geringer ausgepriigt ist und im 
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dritten Fall (nicht giirend) itiberhaupt nicht auftritt. Aus den plasmochro- 
matischen Belegen geht somit, im Einklang mit den chemischen Kontroll- 
analysen, eindeutig hervor, daB8 ein Zusammenhang zwischen nativer 
Garungsintensitat und anaerobem Energiepotential besteht. 


Zusammenfassung 


In vorliegenden Untersuchungen konnte an drei garungsphysiologisch 
distinkten Zellkategorien der Nachweis geliefert werden, dafs — nach 5- 
bzw. 24-stiindiger anaerober phosphatischer Inkubierung, ausgehend vom 

P-Mangelstadium — in der ersten Gruppe (stark bis mittelstark girender 
Hefetyp) eine M-T-Farbung von stark bis mittelstark eintritt, die in der 
zweiten Gruppe (maBig bis schwach girender Hefetyp) auf maBig bis 
schwach absinkt, wihrend in der dritten Gruppe (nicht giirender Hefe- 
typ) der M-T-Test vollkommen negativ ausfallt. Die markant sich ab- 
zeichnenden cytologischen Befunde stehen in guter Ubereinstimmung 
mit den gleichzeitig durchgefiihrten chemischen Kontrollanalysen. 

Als gesetzmaBiges Reaktionsprinzip wurde erkannt, da die Intensitat 
der anaeroben P-Regenerierung nach P-Mangelziichtung abhangig ist 
vom Grad des nativen Spaltungsvermégens der Girungszellen, welches 
seinerseits einen Mafstab fiir die Aktivierbarkeit des anaeroben Energie- 
potentials bildet. Dabei kommt jedoch der Garung, was durch anabioti- 
sche Versuche sichergestellt wurde, keine ergonische Funktion in bezug 
auf die phosphorylierende P-Transferierung unter anoxybiotischen Be- 
dingungen zu. 

Herrn M. Dempworr danken wir fiir seine Mitarbeit und Fraulein B. Krot fiir 
ihre technische Assistenz. 
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In investigations concerning relations between plants and microflora in 
soil which are being carried on by the author it has in several connections 
proved necessary to apply a technique for cultivation of higher plants 
that permits the production of plant-cultures entirely free from microbes. 
Such a technique is indispensable, for example, in the study of the factors 
of plant origin which cause rhizosphere effects. Further, it is necessary to 
use microbe-free plant-cultures in experiments in which it is desired to 
study the influence of certain types of microbes on the plant. An instance 
of such experiments is provided in the study of the symbiosis between 
Rhizobium and leguminous plants. As a third group of experiments in 
which such plant-cultures have been used by the author, the production 
of microbe-free plant material for certain ensilage studies may be 
adduced. 

Typical to all the applications that are exemplified is the necessity of 
eliminating the activity of an uncontrolled and undefined microbe- 
population in the culture. It is therefore simplest to speak of the technique 
as a procedure for cultivation of higher plants under aseptic conditions. 

The aseptic cultivation of higher plants may be said to comprise two 
phases distinct in principle, each of which gives rise to quite independent 
problems. One must destroy the microbes on the seed in such a way as not 
to affect the viability of the seed and one must have at one’s disposal a 
set-up which permits the cultivation of the plants without any possibility 
for the microbe-population in the ambience to infect the cultivation 
chamber. 

The first-mentioned of these stages in the work is the most troublesome. 
No absolutely reliable method for the production of living microbe-free 
seed has yet been described. Perhaps, too, it lies in the nature of the 
problem that such a method is not a probability. A concentration of the 
disinfecting agent that is lethal for the infecting microbes is often strongly 
toxic also for the seed. One must thus work within a very narrow sector 
when one wants to achieve complete destruction of the microbes without 
rendering the seed incapable of germination. The problem is made still 
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more difficult by the fact that microbes occur, above all through cracks” 
and injuries in the outer husk, in deep-lying parts of the seed. Thus not 

only a surface sterilization is required, but a sterilization with consider- 

able penetration, which may of course be extremely hazardous for the’ 
seed. The occurrence of microorganisms at different depths in a seed has 

been observed by several researchers. Burcrk (1949) gives a summary of a 

number of such studies. Besides these, investigations by SANFORD (1948) 

and Stroup (1952) may be specially mentioned. 

Various researchers have published a large material relating to 
investigations on different problems connected with the cultivation of 
higher plants under aseptic conditions. The greater part of these works 
deal with the surface sterilization of the seed. The procedures that have 
been suggested in this connection imply the use of a large number of 
different chemical preparations as sterilizing agent, with varying periods 
of treatment and in combination with various pretreatments of the seed, 
evacuation, stirring and so forth. 

Among the methods proposed one can find treatments of such varying strength 
as Horer’s (1936) washing with water at 65° C. for 4—5 min., NuTmans’ 
dipping in concentrated sulphuric acid or ALLEN and ALLEN’s (1936) use of a 
combination of mercury chloride and an open flame. Among other agents that 
have been more generally used for the sterilization of seed may be mentioned 
calcium hypochlorite, Wrtson (1915); GERRETSEN (1935) used a Germisan solution 
after pretreatment with alcohol in connection with cultivation according to his 
“‘Katadyn-Verfahren’’. Also investigations by Nrsson and BrneErors (1951) show 
that certain agricultural fungicides have such a strong disinfecting effect that they 
may be used as agents for surface sterilization. Brome water has been used by 
several researchers, and a procedure for its application has been described in 
detail by Stroup (1952), the seed being in this connection pretreated with a surface 
active agent. BJALFVvE (personal communication) has used a procedure implying 
a combined treatment with mercury chloride and hydroxylamine. AsH and ALLEN 
(1948) found in a comparison between several methods no really reliable. 


The set-ups that have been described by different researchers have as a 
rule been strongly influenced by the particular purpose of the cultivation. 
It has here been possible to distinguish chiefly two main types of aseptic 
plant-culture, viz., the type which allows a cultivation of the whole plant 
under aseptic conditions, and the type which aims only at keeping the 
root-system in a microbe-free milieu. Arrangements for the cultivation of 
the whole plant under aseptic conditions are as a rule planned with a 
view to discontinuing the cultivation a considerable time before the plant 
has reached the stage of maturity. In general, moreover, they do not 
permit of the cultivation of any very considerable plant material. 


To the first type of set-up may be referred e.g. those described by GERRETSEN 
(1935), STILLE (1938), Sronp (1952) and FrRrms (1953). An arrangement described by 
Kyiv (1950) aims at the possibility of cultivating a larger number of plants at 
the same time than the above-cited set-ups. Such possibilities seem also to exist 
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with an arrangement described by Mazsirr (1951) and intended for ensilage studies. 
Witson (1917) has developed an inverted Y-tube specially for his experiments 
on symbiosis. 

Procedures enabling the production of plant-cultures with microbe-free root- 
milieu have been described by GuRRETSEN (1935), Trmontn (1941), Nrusson (1950). 
In a procedure developed in the U.S.A!. the microbes from the atmosphere are 
shut out from the root-zone of the culture with a dry layer of coarse gravel. This 
method has been widely used especially in connection with studies on the formation 
of nodules in leguminous plants, and has been successfully applied also by the 
present author. 


A number of the procedures for surface sterilization referred to above 
have been tested by the author. These tests showed an all too slight 
degree of reproduceability in the results, both as regards the disinfecting 
effect and as regards the reduction of viability in the seed. This was due 
to, amongst other things, a too great influence of variations in the seed 
from test to test. 

The best results were consistently obtained with methods in which was 
included treatment with a mercury compound. In many cases in which 
aseptic plant-cultures are used, however, mercury compounds are un- 
suitable, as it has proved difficult to remove them quantitatively after the 
sterilization period, and even very small remains may give very mis- 
leading effects in e.g. a microbe-culture. It was therefore an urgent 
desideratum, for the current investigations both as regards studies 
concerning the interaction between plants and the soil microflora and as 
regards certain detail investigations on the microbial activity in ensilage, 
to find disinfecting substances with good effect and easy to remove, 
and to develop a procedure meeting reasonable requirements of repro- 
duceability. 

A series of set-ups for the aseptic cultivation of higher plants for 
several different purposes have accordingly been devised, and an account 
of these will be given in the last section of this paper. 


Experiments and Results 


The experiments have comprised the cultivation of peas, clover, 
lucerne and oats under aseptic conditions. The testing of the effect of the 
different methods of sterilization has throughout been carried out in 
Petri dishes with potato-glucose agar. These tests were on different 
occasions supplemented with sterility tests in tubes of glucose broth. Both 
methods of testing have given similar results. This supports the assump- 
tion that even if only a part of the seed comes into direct contact with the 
substrate, as is the case with tests in Petri dishes, there is attained such an 
intimate contact between the substrate and the surface of the seed in its 
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entirety that any infection rapidly finds its way to the substrate, on 
whatever part of the seed it may originally have been. 

Bearing in mind the fact that a microbicidal substance does not as a 
rule combine high activity against both bacteria and fungi, whereas on 
the other hand highly effective fungicides and bacteriocides are available, 
it was from the outset the aim of the experiments to achieve a combi- 
nation of two substances representing the two groups of preparations. The 
experiments in this part of the investigation consisted of treatments of 
the seed with the following substances: 

Fungicides!: 1. Dichlorophene (G 4); 2. Paranitrophenol (PNF); 3. Phenolate.— 
Bactericides: 1. Streptomycin; 2. Penicillin; 3. Chloromycetin; 4. Chloramine. 

In view of the fact that mercury chloride is used in several current 
procedures, with wide application, and that apart from the drawbacks 
referred to above this substance yields good sterilization it has been 
included into a number of experiments. Further, in certain experiments 
substances with a reducing effect upon surface tension have been added. 
Evacuation to about 15mm. Hg with water-suction pump has helped to 
drive air out of the seed, thus allowing a better contact between the seed 
and the disinfecting agent. 

As most of the preparations occurring in the experiments have been 
insoluble or only little soluble in water, different solvents have been used, 
All fungicides have been dissolved in isopropyl alcohol, penicillin and 
streptomycin in water, and chloromycetin in ethanol. The majority of the 
experiments have been performed with peas as test-seed. 

In preliminary experiments it was already possible to eliminate several 
preparations from the subsequent work. Among antibiotics, for example, 
penicillin proved to be almost without effect. The chloramine preparation 
reduced the germinative capacity of the seed in all too high a degree when 
used in concentrations with disinfecting effect. 

The following procedure was applied in the treatments of the seed: 

The seed was divided up into portions of 100 grains in 300 ml. Erlenmeyer flasks 
and treated during the period stated with 100 ml. of the disinfection solution, the 
flasks being shaken on repeated occasions. At the end of the period of treatment 
the solution was poured off and the seed washed twice with the solvent and 3 times 
with sterile water. After this the grains were transferred to the media on which the 
sterility test and the germination test were to be carried out. When this latter test 
was performed on an agar plate 10 grains were placed in each Petri dish (10 cm.). 
Sterility tests were carried out on 50 grains from each sample of seed. On agar 
plates the disinfecting effect and the germination of the grains were determined 
after 8 days. The incubation temperature was 28° C. 

As appears from the tables 1 and 2, a pronounced selective growth 
inhibition of bacteria and fungi is attained with antibiotics and fungicides 
respectively. The streptomycin has a better disinfecting effect than the 


' Names of preparations according to manufacturers bulletins. 
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chloromycetin against the bacteria, and among the fungicides an 8°% 
solution of paranitrophenol and G 4 has a good effect against the fungi, as 
has also mercury chloride. If the mercury chloride solution was supple- 
mented with a preparation which reduced the surface tension, a certain 


Table 1. The disinfecting effect of different concentrations of streptomycin 
and chloromycetin upon peas 
Period of treatment 30 min. 


(B! 2 trati >mM] ; j o ago 
Disinfeoting substance pean bration Germinated Number of infected peas 
o%, peas —— 
Bacteria Fungi 

Streptomycin . 1 50 1 13 
2 50 0 9 
4 49 0 4 
Chloromycetin 1 46 4 5 
2 49 6 2 
4 49 3 2 
Untreated 50 16 20 


Table 2. The disinfecting effect of different concentrations of fungicides wpon peas 


Period of treatment 30 min. 
eg a a ee i 


seth Bee ot Ss Concentration mene oes of infected 1s 

Bacteria Fungi 
GE Wo. pat: eae 0.1 41 11 0 
HgCl, + Ropyl’ .. . 0.1 41 5 0 
Paranitrophenol. .. . 8 47 15 0 
SRAM ee Re ces es as. || 4 49 12 18 
elle (gsi [5 aoa. GumOUne arses 8 42 13 0 
mhenolateme.. ai. 3 4 44 7 4 
mhenolate: 6 1... . « » 8 38 al 7 


1 Trade preparation of a surface active agent. Concentration used: 0.5%. 


improvement of the bactericidal effect of the solution was obtained. 
This increased effect appears to be connected with an improved deep 
effect of the solution, as at the same time there was a marked delay in the 
germination of the peas, as emerges from fig. 1. The paranitrophenol was 
omitted from subsequent experiments, as the preparation caused marked 
abnormalities in developed sprouts. It was, moreover, difficult to 
remove this preparation quantitatively after the treatment. 

The selective disinfection of peas which according to the above was 
obtainable with antibiotics and fungicides is well reproduced with oats, as 
appears from fig. 2, showing the effect of 8°% solutions of streptomycin 
and G 4. The inhibition of germination that appears on the streptomycin 
plate proved without importance in the subsequent work of cultivation. 
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Fig. 3 shows how the chloromycetin has a strongly inhibiting effect upon 
germination of the seed as compared with the streptomycin, which 
further underlines the advantage of this last-mentioned preparation. 


HgCl, + Ropyl HgCl, 


Fig. 1. Effect of surface-active substance upon germination of the peas 


Streptomycin G4 


Fig. 2. Selective disinfection of oats 


For the final development of the procedure a combination of strepto- 
mycin and G4, both in the form of 8° solutions, was tried out. The 
working routine applied was for each preparation in full agreement with 
that described above. The treatment with streptomycin was carried out 
before the treatment with G 4 in order to eliminate a possible disturbing 
effect of isopropyl alcohol as pretreatment to the streptomycin treat- 
ment. This combined treatment resulted in a surface sterilization in full 
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agreement with the data presumable from the tables 1 and 2 as can be 
seen in table 3. A comparison between different seed-samples of peas and 
oats, showed, however, considerable differences in respect of the requisite 
or desirable concentration of G 4. Thus a 4°% solution of this preparation 


Streptomycin Chloromycetin 


Fig. 3. Inhibiting effect of chloromycetin upon germination of peas 


was very often sufficient for a good result. Several samples of oats 
showed symptoms of toxic action on germination if the G 4 concentration 
exceeded 4°%,. After preliminary tests referring to the choice of a suitable 
concentration of G4 an infection percentage not exceeding 5 was 
obtained with these preparations. 

Table 3. Disinfecting effect of combined treatment by G4 and streptomycin 


wpon peas and oats 
Period of treatment 30 min. 


gee Concentration of Germi- Number of seeds infected with 
G4% Streptomycin % meeion Bacteria Fungi 

eas. s. | 8 8 44 1 | 1 
8 8 42 1 0 

0 0 49 23 27 

MAES. oh pas ais 8 te) 30 2 0 
| 8 | 8 32 1 | 2 

6 8 32 0 0 

6 4 a6) 0 1 

4 8 43 2 1 

4 4 40 if 1 

0 0 45 41 43 


With regard to the deep effect of the disinfecting substance which has 
proved necessary for a satisfactory demicrobization of the seed, the 


capacity of the antiseptic agents in question to penetrate more deep-lying 
20* 
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crevices and creases is of essential importance for the result. A dis- 
infecting agent in the form of a gas should in this connection have several 
advantages over a solution. A number of experiments were therefore 
carried out with chlorine as a disinfecting agent. Chlorine of commercial 
quality was used for these experiments, and the treatments were carried 
out in a simple set-up as shown in Fig. 4. The duration of treatment with 
chlorine was varied in the experiments from 3 to 20 hrs. Especially in 
connection with long periods of treatment and the use of moist and 
swollen seeds, it proved 
important to have a cer- 
tain minimum quantity 
of gas at one’s disposal 
in the space in which 
the seed was placed, as a 
rather great amount of 
chlorine was bound to the 
grains in different ways. 
When using ten 200 ml. 
/\ Erlenmeyer flasks and 

Va See with a storage vessel of 
Fig. 4. 101. the number of seeds 

Sketch of apparatus for the disinfection of seed with chlorine (peas) should be limited 

to 60 per flask. 

For treatment (Fig. 4) the seed was placed in 200 ml. Erlenmeyer flasks which 
were connected the gas-distributor. After this the whole system was evacuated, 
the connection to the gas-tube (Cl,) being closed. When a pressure of 5—10 mm. Hg 
had been obtained in the system chlorine was let in until the gas had reached all 
parts of the system and there was a slight over-pressure. In the course of this 
procedure the flasks with the seed should be shaken carefully on repeated occasions. 
After the period of treatment remaining chlorine was drawn off with water suction(Va). 

In a first experiment with peas the treatment with chlorine was 
carried out for 1 hr. and for 20 hrs. After the test the percentage of 
infected peas was approximately the same in both experimental series, 
i.e., about 50% of the peas were still infected. The germination in both 
series was approximately 90°. The seed used in this experiment was dry. 

Another experiment was undertaken to ascertain whether soaking of 
the seed before the treatment had any influence upon the disinfection. 
The swelling of the grain might conceivably make infecting organisms 
occurring in cracks in the husk and the like more accessible to the effect 
of the disinfecting agent. With soaking for 1 hr. all the peas were 
according to the test free of infection after 20 hrs.’ chlorine treatment. 
Of 50 peas, 30 were swollen. All the swollen peas had been killed by the 
treatment. After grinding only one of these peas showed infection, which 
had probably been deep-lying, in test on potato-glucose agar. After the 
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soaking period mentioned 20 peas were still hard. These peas, like the 
swollen peas, were free from infection, and 14 of them germinated after 
a slight delay. The 6 peas that did not germinate swelled very soon 
after being placed on the agar-substrate. 

From these observations it was possible to draw the conclusion that 
the rate of swelling of the peas, which is dependent upon, inter alia, the 
formation of cracks in the skin of the peas, might be used for grading 
peas suitable for surface sterilization and aseptic cultivation. The experi- 
ments showed that when the skin was cracked the vital functions of the 


Fig. 5. Affinity to bromphenol blue in peas with whole and damaged skins respectively 


pea itself were strongly reduced by the chlorine treatment. This was, 
moreover, to be expected, as the formation of cracks in the skin of 
swelling peas exposes the underlying parts of the seed to a considerable 
extent, and thereby exposes these to the direct effect of the chlorine. 
With low magnification it is easy to observe that the exposed parts 
may be extensive. Further, any defects in the protective skin become 
clearly apparent when the peas are treated with a protein staining 
agent such as, for example, bromphenol blue. When using this, a proce- 
dure described by Kunxet and Trsevrus (1951) has been applied. The 
outer side of the pea-skin was not stained with this treatment, while the 
underlying protein-rich parts, on the other hand, were strongly stained 
if the skin was damaged. Fig. 5 shows how the different groups of peas 
can be distinguished after staining. 

The formation of cracks probably contributes strongly, moreover, to 
infections of the seed that are so situated that demicrobization is rendered 
difficult. Peas which after a suitably chosen swelling period are still 
hard should therefore constitute a considerably more homogeneous and 
better material for cultivation under aseptic conditions. In the following 
will be given an account of some experiments with different swelling 
periods and chlorination periods. 

To obtain guidance for the choice of swelling periods, swelling curves 
for some characteristic behaviours in this respect in a sample of seed 


Weight per pea 
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were drawn. The peas were left to swell in flasks of water and taken out 
at certain intervals, dried between filter papers and weighed. The results 
of this experiment are shown in fig. 6. Each curve here represents the 
mean for the peas which could be taken as a group on the basis of the 
course taken by the swelling. As may be seen, the swelling begins after 
about 2 hrs. For the three groups showing some degree of swelling 
after this period the swelling is finished after further 20 hrs. Among 
the hard peas (the non-swelling 
group) are found a number which 
do not show signs of swelling after 
24 hrs. 

In the lot of peas examined it was 
possible to distinguish three different 
behaviours with the following appe- 
arance: I. Much swollen, large, 
smooth skin. IT. Not swollen, volume 
only slightly increased, wrinkled 
skin. IIL. Not swollen, volume un- 
changed, smooth skin (hard peas). 

On the basis of these swelling 
curves, which show that a clear 
differentiation has been reached 


ST fe RT ee RARE ie! 


Period tortreatment 
Fig 8 eelibig eeeeed ror peak after 3 hrs, an experiment to afford 
——— > — ‘swollen; —-:—:—°— wrinkled; guidance as regards the amount of 
-hard; -++-+++++ wrinkled 


chlorine required was carried out. 

Table 4 shows the results of treatment with two different amounts of 
chlorine. From this it appears that it is essential that a sufficient amount 
of chlorine be supplied. A considerable amount of chlorine is bound in 
different ways to the seed and is hereby inactivated, so that a fresh 
filling of the system is required after some hours. One can easily observe 


Table 4. The disinfecting effect of chlorine given in different amounts 


Number of Swelling Degree of Chlorination | Number of Number of 
peas period; hrs | swelling | period; hrs germinating peas| infected peas 
\ | 
Filling of the evacuated system to weak overpressure 
and shutting off of the supply of gas to the flasks 
55 3 Wrinkled 20 7 | 12 
55 3 “Hard” 20 | 40 | 1 
The flasks connected with the whole system for 6 hrs, 
thereafter new filling from the gas tube 
5d 3 | Swollen 20 0 0 
55 3 Wrinkled 20 0 | 0 
55 3 | Hard 20 | 40 | 3 
55 3 | Hard 0 | 42 | 38 
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a suitable point of time for this refilling, as the strong yellow colouring 
of the atmosphere in the system begins to disappear in the seed-flasks, 

The different combinations of swelling period and chlorination period 
included in the experiment whose results are given in table 5 show that 
for the seed-lot used the combination 4 hours’ swelling period—1t8 hours’ 
chlorination period gives a very good result. An orientation among a 
number of different seed-lots of the same species of pea and of four different 


Table 5. The influence of swelling period and chlorination period upon the disinfecting 
effect of chlorine treatment of peas 
50 peas in each sample 


Chlorination during 6 hrs. | Chlorination during 18 hrs. 
Swelling period Number Number Swelling period | Number | Number 
in hours infected | germinating in hours infected | germinating 

0) | 22 40) 2 

2, — Swollen 0) 0 
Swollen | 0 0 | Wrinkled 0 ) 
Wrinkled | 0 | 0 | Hard 8 | 42 
Hard 4 40 4 | 

4 | | Swollen 0 | 0 
Swollen 0 | 0 Wrinkled | 0 0 
Wrinkled 0 | 0 Hard | 2 | 40 
Hard 8 36 | 8 | 

8 Swollen 0 | 0 
Swollen | 0 | 0 | Wrinkled | 0 0 
Wrinkled 1) 0 | Hard | 2 33 
Hard 8 36 | 


species of pea showed that these treatment periods were also suitable 
for a group of samples taken from a rather heterogeneous material. The 
variations between the seed-lots, to judge from the available evidence, 
are eliminated through the grouping according to swelling. The percentage 
of hard seeds, which thus pass on to the actual experiment, varied as 
markedly as between 20 and 50% of the peas exposed to swelling. 

Chlorination tests with barley and oats, as well with as without previous 
swelling did not give acceptable results. Dry seed was not rendered free 
of microbes and swollen seed was killed even with very short chlorination 
periods. 

In the light of the above-described experiments one may say that 
different methods of surface sterilization should be used for different 
kinds of seed in preparation for the aseptic cultivation of higher plants. 
For the kinds of seed referred to in this work, oats, barley and peas, the 
combination antibiotica-fungicide seems most suitable for the surface 
sterilization of oats and barley seeds, while chlorination is decidedly 
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superior for seeds of pea type. Clover seed and lucerne seed are very 
poorly demicrobized with chlorination. For these two kinds of seed the 
above-mentioned treatment with concentrated sulphuric acid for about 
20 min. with subsequent washing is a very useful method. 

The procedures which have been evolved in this work are simple to 
perform and require not extensive set-ups in the laboratory. The method 
of chlorination especially allows of a considerable degree of reproduce- 
ability in respect of the plant material entering the cultivation experi- 
ments. The disinfecting agents occurring are easy to remove from the 
seed or are inactivated to a considerable extent after a short time. 


A summary of the procedures is given in the following schema: 


Surface sterilization of oats and barley: Numberof grains per flask 100. — 
I. Treatment with 100ml. 8% water-solution of streptomycin for 30 min. 
The flasks are shaken now and then. Washing with sterile water. — II. Treatment 
with 100 ml. 4—8% G 4 in isopropylalcohol (concentration according to germina- 
tion test) for 30min. The flasks are shaken now and then. Washing twice 
with isopropylalcohol and 4 times with sterile water. — III. Sterility test on 
potato-glucose agar (10 cm. Petri dishes) with 10 grains in each dish. 


Surface sterilization of pea seed: Number of grains per flask 50. — 
I. Swelling in water for 4 hrs. — II. Sorting out of “hard” seeds. — IIIT. “Hard” 
seeds chlorinated in set-up as shown in fig. 4 for 18 hrs., with refilling with chlorine 
after 6 hrs. (It is most suitable to start the chlorination in the afternoon.) — 
IV. Sterility test on potato-glucose agar (10cm. Petri dishes) with 10 grains in 
each dish. 


Preliminary tests should be undertaken to determine the most suitable periods 
for treatment before starting the work of cultivation, as differences in respect 
of sensitivity between different seed-lots may occur. 


Devises for the aseptic cultivation of higher plants 


As regards the set-up in which the demicrobized seed is to be sown 
and cultivated, it is not possible, as in connection with the sterilization 
technique, to present a solution of the problem having more general 
validity. These set-ups for cultivation must be given a design which meets 
the special requirements of the actual investigation. One should there- 
fore speak only of type-examples in describing such arrangements. 
A brief account of some such examples will be given in the following. This 
seems justified, as the arrangements to be described appear to afford 
good possibilities of practical application to several connections without 
much change. 

As has already been mentioned in the introduction, a number of set- 
ups for the cultivation of higher plants with microbe-free root milieu 
have been described. Special attention is here drawn to the American 
arrangement with dry coarse gravel as an upper protective layer which 
is suitable for the cultivation of larger quantities (greenhouse quantities), 


Aseptic Cultivation of Higher Plants 297 


and to the authors earlier described set-up, which supplements the above- 
mentioned arrangement for experiments with a smaller number of plants 
but with better possibilities of performing operations during the period 
of cultivation without any disturbing effect, and with a more favourable 
milieu for root-development. With, inter alia, these two set-ups the 


requirements of this form of cultivation are 
quite satisfactorily met. 

The methods described for cultivating whole 
plants under aseptic conditions are more 
uncertain and often complicated. Moreover, 
the majority are intended for cultivation 
direct in solution, combined in certain cases, 
it is true, with the bubbling through of air, 
but nevertheless affording Jess favourable 
conditions for the natural functions of the 
root-system. 

Fig. 7 shows a cultivation set-up which 
is in principle based upon that earlier de- 
scribed by the author (Nrisson 1950). The 
intermittent feeding by nutritive solution (N) 
which is effected either manually or auto- 
matically by pressing in air through the 
cotton filter (C) thus lifting the solution 
through the tube (T) up into the culti- 
vation chamber is favourable for two reasons. 
Firstly, the root-system receives fresh air 
every time the nutritive solution returns 
from the sand, and secondly, there is a con- 
tinuous washing out to the supply solution 
of substances that may be excreted from the 
root-system. 

In connections in which one is anxious to 
collect what may be excreted from the roots 
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Fig. 7. Devise for the aseptic 
cultivation of higher plants 


in the smallest possible volume of fluid, water-saturated quartz-sand 
(2—4 mm.) as a “‘substrate” for the plant in a glass tube is extremely 
useful. With relatively plenty of room for the root-systems of e.g. two 
pea-plants one can in this way restrict the volume of fluid in the culture 


to about 8 ml. 


In the study of different influences (e.g. antibiotics) upon the develop- 
ment of a rhizosphere flora one meets with special problems in respect 
of the reproduceability of the experiments, and of the possibilities of 
following certain activities. Attempts to use for model tests in such 
connections a percolation system in which a space for cultivation of plants 
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has been built in have proved suitable for several purposes. Set-ups which 
have been used in such experiments are shown in fig. 8. The actual 
percolation system has been developed from an earlier cultivation set-up 
for antibiotic-producing fungi designed by the present author. In its 


Fig. 8. Percolation apparatuses of different design for the 
cultivation of higher plants 


present design it has been 
somewhat influenced by 
percolation systems de- 
veloped for studies of soil 
by Legs et al. (1946). 


In practice it works almost 
continuously, as the resistance 
in the one way valve (A) 
(see Fig. 10) in the lower part 
of the central tube and in the 
lifting tube (B) ensures a 
state of equilibrium if the air 
coming in and the distance 
between the surface of the 
fluid in the supply vessel and 
the lifting tube are carefully 
adjusted. In principle a blow- 
ing-in of sterile air through 
the filter will cause the fluid 
level in the tube with the 
one way valve to rise until 
the valve is closed. The fluid 
is then pressed up in the 
lifting tube until the level 
sinks in the supply vessel so 
thatairinstead passes through 
the tube mentioned. This elim- 
inates the overpressure in 
the supply vessel, the valve 
opens and fluid is returned 
to the supply vessel, whose 
level again closes the valve’ 
and fresh fluid is pressed up 
through the lifting tube and 
so forth. The air is introduced 
into the supply vessel so that 
air-bubbles arise just under 
the orifice of the lifting tube, 


which brings about a strong admixture of air with the fluid that is lifted. 


The cultivation chamber may be designed in two different ways. 


In one form it consists of an ordinary tube whose lower third is filled with 
sterile soil or with quartz-sand. In this material the surface-sterilized seed is sown 
and on top of it is placed a layer of coarse gravel. The tube which carries the solution 
that is percolated through the plant culture terminates under the surface of the 
gravel. The space for the green parts of the plant is weakly ventilated with sterile 
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air to reduce the atmospheric moisture in this space. The layer of gravel prevents 
evaporation from the cultivation bed due to the ventilation. : | 

In another design the cultivation chamber (Fig. 8a and c) allows the introduc- 
tion of comparatively undisturbed samples of soil taken with a specially constructed 
bore made of steel with an inner diameter of 20 mm. (Fig.9.) The way in which 
the arrangement is used is illustrated in fig. 10. The bore (C) which has a sepa- 
rate inner lining (D) consisting of a series of steel cylinders as shown by Fig. 9, 
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Fig. 9. Equipment for taking undisturbed samples Fig. 10. Skeleton sketch of the taking of 
of soil, with holder for insertion of such samples undisturbed samples of soil together with 
into the percolation apparatus percolation apparatuses 


is driven into the ground with a hammer device mainly following the construction 
described by ANDERSSON (1955). After removal the steel cylinders are each placed 
separately in a holder (bottom Fig. 9) and this unit is inserted in its place in the 
percolation system (Fig. 8a). After the sowing gravel is placed on top of the column 
of earth. For experiments that do not require sterilization of the soil cylinders of 
plastic may be used instead of steel cylinders. 

The system may be sterilized, where soil is used, with advantage in such a way 
that the sample of soil with its holder is sterilized first separately. After its intro- 
duction into the percolation system the whole apparatus is sterilized. 

Pure cultures of microbes as well as mixed cultures and substances influencing 
the development and activity of microbes in the rhizosphere of the plant cultivated, 
may be introduced into the percolation solution. 
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The majority of arrangements for aseptic cultivation of higher plants, 
including those described in this work, are so constructed as to make it 
difficult to illuminate the culture with lighting sets of common type. 
Cotton plugs, rubber plugs or other non-transparent parts of the set-up 
often prevent direct lighting. Cultivations of this kind are of course 
commonly dependent upon artificial illumination, as for satisfactory 


Fig. 11. Tlluminator 


reproduceability the experiments require constant temperature and light, 
and must consequently be placed in some form of photo-thermostat. 

For the work carried out with the equipment described above an 
illuminator has been constructed which eliminates the drawback referred 
to and which may also be used for illumination in ordinary greenhouse 
cultivations. The construction of this illuminator is shown in fig. 11. 

It is composed of two halves, each for two fluorescent tubes. The halves may 
be swung independently from horizontal to vertical position with the reflectors 
directed inwards. In the free space thus provided between the two halves of the 
armature it is then possible to place the cultures, which will thus be effectively 
illuminated from two sides. The fluorescent tubes with their reflectors may be 
placed very close to the cultures with practically no rises in temperature. Any risk 
of such rises in temperature may be eliminated with a fan. 
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In the course of the experiments it proved that the choice of fluo- 
rescent tubes was of importance for the development of the plant cultures. 
Oats and barley developed excellently in the light from tubes of daylight 
type, whereas leguminous plants were unable to develop normally in 
this light. The combination of one tube of the type soft white and one 
daylight tube was, however, found to give a satisfactory result also 
with these plants. 


Summary 


A short survey of different problems connected with the aseptic culti- 
vation of higher plants is given. 

Accounts have been given of experiments in which antibiotics and 
fungicides have been used, as well separately as in combination, as 
surface-sterilizing agents. 

The use of chlorine as a sterilizing agent for the surface-sterilization 
of pea seed has been investigated and an account given of the importance 
of damage to the skin of the seed in the procedure. 

Procedures for the surface sterilization of oats and barley, and for 
pea seed, have been developed. 

Various arrangements in which the aseptic cultivation of higher plants 
may be carried out are described. 


The author directs his thanks to Mr G. Linpxvist for assistance in the experi- 
mental work. 

This investigation has been carried out with financial support from the Agri- 
cultural Research Council and Magn. Bergvalls Foundation. 
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Hemmungsanalytische Studien 
zur Phenolearbonséiurebildung durch 
Phycomyces blakesleeanus 


Von 
WOLFGANG BRUCKER 


(Hingegangen am 29. August 1956) 


Neben den grundlegenden Studien Scuoprers (1935) und spaterer 
Forscher iiber die Aneurinabhangigkeit des Wachstums von Phycomyces 
blakesleeanus ist dieser Pilz fiir vielerlei physiologische Betrachtungen 
herangezogen worden. BURGEFF u. SEYBOLD fanden 1927 Stoffwechsel- 
produkte mit stark reduzierender Eigenschaft, die sie auf Grund von 
Kisen(II1)-chloridfallungen als ,,Tannine* bezeichneten. 1947 erfolgte 
eine eingehende Analyse dieser Gerbstoffe durch BERNHARD u. ALBRECHT. 
Sie fanden Protocatechusiure und die ungefaihr vierfache Menge an 
Gallussiure, im folgenden auch kurz Phenole oder Phenolcarbonsauren 
genannt. 

Als wichtiges Bindeglied zur Entstehung von Phenolen aus Zuckern oder den 
Siuren des Citronensiurecyclus ist seit langem meso-Inosit angesehen worden 
(KLUYVER u. Mitarb., 1939; Brrscu, DoNowAN u. MOwus, 1953; Kursanow, 1956; 
ScHROTER, 1956). Auch Chinasiure und Shikimisiure werden als Vorstufen von 
Benzolderivaten, z. B. Phenolen in Pflanzen, hiufig erwogen (BuTKEwiTscH, 1925; 
BERNHAUER u. GORLICH, 1935; Davis u. Mitarb., 1953/54; Tarum u. Gross, 1956). 
Daneben ist die Produktion von Hydrocumarsiure und Kaffeesiure aus der des- 
aminierten Aminosiure Tyrosin durch Bakterien bekannt. Auch die Homogentisin- 
sdure ist im tierischen Koérper als Abbauprodukt des Tyrosins zu betrachten (NEu- 
BAUER, 1909; u. a.). Weiterhin sind Adrenalin und Dopa Produkte des Tyrosins oder 
des Phenylalanins und nicht zuletzt ist der vollstiindige Abbau der Seitenkette des 
Tyrosins tiber p-Kresol zum Oxybenzol beschrieben worden. 

Wie aus eigenen Mitteilungen (BrucKER, 1956a, b, 1957) hervorgeht, 
hat sich eine unmittelbare und wesentliche Beteiligung des Zuckerstoff- 
wechsels an der Phenolcarbonsiurebildung des Phycomyces blakesleeanus 
nicht nachweisen lassen. Dagegen zeigten sich gegenliufige Beziehungen 
zur Carotinoidbildung und eine Verkniipfung mit dem Aminosiiure- 
metabolismus. Tyrosin spielte dabei eine bevorzugte Rolle. Hieran soll 
im folgenden angeknitipft werden. 


Material und Methode 


Aus einer Auswahl von 20 Phycomyces-Stimmen verschiedener Herkunft erwies 
sich der Stamm XXXVII Phyc. blak. H 102 (Burcerr) als der bei weitem beste 
Phenolproduzent. Die Stammkulturen wurden in groBen Reagensglisern auf einem 
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Brei aus Weifbrot und Milch gehalten. Das Grundmedium fiir die Versuchskulturen 
bestand in Anlehnung an ScHopreErs (1935) Angaben aus 30 g Glucose; 2 g Glycin; 
0,5 g MgSO,- 7 HO; 1,5 g KH,PO,; 40 wg Aneurin auf je 1000 ml H,O dest. Kulti- 
viert wurde bei 23° + 0,5 in 200 ml Erlenmeyerkolben mit je 50 ml Nahrlésung. 
Die Phenolbestimmung erfolgte colorimetrisch (BRUCKER, 1955 a u. b) und bezieht 
sich auf die vom Pilz in das Naihrmedium ausgeschiedenen Phenole. Vergleichs- 
bestimmungen aus Thallusextrakten zeigten 1., da die im Thallus verbliebenen 
Phenole 10% der ausgeschiedenen Menge nicht iiberschritten und 2., daB unter 
unseren Versuchsbedingungen etwaige Permeabilititsschwankungen das physio- 
logische Gleichgewicht zwischen produzierten und ausgeschiedenen Phenolmengen 
nicht merklich stérten. Die Phenolproduktion des Phycomyces erwies sich als 
pu-abhangig. Alle verwendeten Versuchssubstrate wurden daher annahernd auf 
px 5,0 eingestellt. Die ausgetesteten Fermentinhibitoren haben wir dem Kultur- 
medium nach der Sporeneinsaat zugegeben. Die Ergebnisse wurden nach 12 tagiger 
Kultur gewonnen. 


Versuchsergebnisse und Deutung 


Wie schon berichtet, war eine Blockierung des Citronensdurecyclus 
durch Na-Fluoracetat (10-4 g/l) (Marrrus, 1950; PrTmrs, 1953), sowie 
Malonsidure als Dehydrase- und NaF als Enolase-, Phosphatase- und 
Co-carboxylasegifte nur sehr schwach wirksam auf das Phenolbildungs- 
vermégen unseres Pilzes. Dagegen hatten sich Inhibitoren von Sulf- 
hydrylfermenten als sehr wirksam erwiesen. Na-p-Chloromercuribenzoat 
verringerte bereits bei einer Zugabe von 10~° g/1 die Phenolproduktion um 
anniihernd 75%. Aber auch Na-o-Jodosobenzoat, Jodessigsaure, Kupfer- 
sulfat und Sublimat hemmten die Phenolbildung erheblich. Das Ferment- 
system des Zuckerstoffwechsels scheidet fiir eine Erklarung dieser Beob- 
achtungen aus. Nach den Erkenntnissen tiber die Rolle der Aminosauren 
fiir die Phenolbildung findet sich fiir die Wirksamkeit von SH-Blockern 
leicht eine Erklarung. Nach der Desaminierung werden die aliphatischen 
Aminosauren wahrscheinlich im Fettsaéurecyclus Veraénderungen unter- 
liegen, die sie fiir die Synthese zu Phenolcarbonsduren geeignet machen. 
Dabei diirfte das Coenzym A (LyNEN u. OcHoa, 1953) beteiligt sein. 
Weiterhin ist zur oxydativen Decarboxylierung von z. B. «-Ketoglutar- 
siure die Anwesenheit von Coenzym A notwendig (GREEN, 1951). CoA 
als Sulfhydrylenzym mu8 auf die genannten Substanzen empfindlich 
reagieren. Eine Blockierung des glykolytischen Zuckerabbaues durch 
Jodessigsiure und damit eine eventuelle Forderung des Glucose-6- 
Phosphat-Cyclus fiihrte keinesfalls zu einer gesteigerten Phenolbildung. 

Aber auch Carbonylreagentien wie Hydroxylamin, Semicarbazid, 
Phenylhydrazin und Hydrazinsulfat (BERSIN, 1940) zeigten einen sehr 
grofen Einflu8 auf die Phenolproduktion von Phycomyces. Die Grenze 
der Vertraglichkeit lag unter unseren Bedingungen fiir Hydroxylamin- 
sulfat und Semicarbazid bei 10-4 mol. Das Erntegewicht war bei einer 
Konzentration von 6. 10-5 mol um 13% verringert. Dagegen betrug die 
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Hemmung der Phenolbildung mehr als 50%. Schon 6 + 10~7 mol Hydra- 
zinsulfat hatte die Phenolproduktion um 20°% herabgesetzt. 

Das Coferment einer |-Aminosdure-oxydase ist nach GREEN (1941), 
aihnlich wie es WARBURG u. CHRISTIAN (1938) vorher fiir die Aminosaure- 
oxydase der d-Reihe beschrieben hatten, ein Flavinderivat. Schon 1933 
hatte Kreps die Anwesenheit solcher Aminoséure-oxydasen, bei der 
oxydativen Desaminierung der %-Aminosdiuren entdeckt. Derartige 
Flavoproteide kénnen auf Grund ihrer Carbonylgruppen im Flavin- 
molekiil mit den oben genannten Inhibitoren reagieren. Daneben muf 
aber auch an die Wirksamkeit von Carbonylblockern auf das Pyridoxal 
(Vitamin B,) gedacht werden. Die durch Zugabe von 10~* mol Phenyl- 
hydrazin oder Semicarbazid hervorgerufene etwa 60°% ige Hemmung der 
Phenolcarbonsiurebildung des Phycomyces kann nach 8 Tagen durch 
Zugabe von 5+ 10~% mol Pyridoxal aufgehoben werden. Pyridoxalphos- 
phat wird als Co-ferment einer Transaminase (SNELL, 1953) betrachtet. 
Bei Blockierung der Carbonylgruppe wird die Umwandlung zu Pyri- 
doxamin verhindert. Auch als Coferment einer Aminosadure-decarboxy- 
lase (GuNSALUS, 1950) bei verschiedenen Bakterien ist das Pyridoxal 
bekannt. Bei Streptococcus faecalis u. a. soll es eine spezifische Wirkung 
auf Tyrosin haben. 

Auch Schwermetallblocker hatten auf die Phenolbildung von Phyco- 
myces einen groBben EinfluB (Tab. 1). 


Tabelle 1 (Erklarung siehe Text) 


Skewes? Phenolbildung 
Inhibitor molar Fi eorcee os — — 

in mg nach | 

12 Tagen | mg gesamt mg/100 mg TG 
ontrolies 9. a ¢-aks' eee Mena t ark 30 olen 6 Pere 
INatriumeziciel Osos ms aramnmee Rina 67 1,5 2,2 
Natrinriaziad’ 1078) ho whine rea 42 0,3 0,7 
(2K NM onan tea Asa ATR ey Se 74 1,6 2,2 
cafe ADM owamob ake ee et te 63 ded 1,8 

mage! IV yeyants halle ; 35 0,2 0,6 

Athylendiamintetraessigasure 2,5 ° 10- 6 | 95 2,1 2,2 
Athylendiamintetraessigsiure 2,5 +> 10-4 82 1,6 2.0 
Athylendiamintetraessigsiure 2,5 + 10>8 63 0,6 09 


Auf gleiche Gewichtseinheit (100 mg Trockensubstanz) bezogen, 
produzieren unsere Pilze nach Zugabe von NaN, und «,«'-Dipyridyl 
(104 mol) nur noch ein Viertel der Phenolmenge der Kontrollen. Auch 
o-Phenanthrolin und 8-Oxychinolin hemmten die Phenolbildung der 
Pilze erheblich. Die Hemmung nach Zugabe von 2,5 - 10-8 mol Athylen- 
diamintetraessigsiure betrigt etwa 70°. Der Einflu8 der Gifte auf die 
Phenolbildung ist damit etwa 3—4mal gréRer als der auf das Wachstum 
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von Phycomyces. Thre Wirksamkeit wird wahrscheinlich auf der Blockie- 
rung von schwermetallhaltigen Oxydationsfermenten dhnlich denen des 
Cytochrom-Cytochromoxydase-Systems beruhen. Dieses Fermentsystem 
k6nnte an der Reoxydation der besprochenen Flavoproteide und des 
Pyridoxamins beteiligt sein. 

Natrium-diathyldithiocarbamat als Kupferreagens erwies sich bis zu 
Konzentrationen (107% mol), die tiberhaupt noch ein Wachstum des Pilzes 
ZulieBen, ohne wesentlichen EinfluB auf die Phenolproduktion. Cu-Pro- 
teide, wie die Phenol-oxydasen (Tyrosinase, Brenzcatechin-oxydase, 
Laccase, Kusowrrz, 1937; KemLin u. Mann, 1939; NELSON u. Dawson, 
1944) scheinen daher an der Biogenese von Gallusséure und Proto- 
catechusaure nicht beteiligt zu sein. 

Ungeklart muB zur Zeit die Wirkung von Methylthiouracil und Thio- 
harnstoff auf die Phenolbildung von Phycomyces bleiben. Beide Stoffe 
verringern in einer Konzentration von 10-4 mol das Wachstum um etwa 
30%. Wahrend jedoch Thiouracil die Phenolbildung bei der gleichen 
Konzentration um 45%, hemmt, wird sie durch Thioharnstoff um 40% 
gefordert. Neben der wachstumshemmenden Wirkung des Thiouracils 
an Pflanzen (vgl. Houn, 1955) tiber die Blockierung der Ribonuclein- 
sauren ist auch der hemmende EinfluB beider Stoffe im Tierversuch auf die 
Synthese des Thyroxins und Dijodtyrosins (CHARIPPER u. GORDON, 
1947) bekannt. Beide Ergebnisse lassen sich jedoch zur Zeit nicht mit 
unserem Fragenkomplex in Hinklang bringen. 

Die Phenolbildung von Phycomyces blakesleeanus findet daher neben 
einer bisher noch nicht geklarten, eventuellen Beteiligung des Glucose- 
phosphat-Shunt sehr wahrscheinlich aus oxydativ desaminierten und 
decarboxylierten Aminoséuren (insbesondere Tyrosin) und anderen 
N-haltigen organischen Verbindungen statt. Weitere Untersuchungen 
folgen. 


Herrn Prof. Dr. Dr. K. LoHmANN bin ich fiir sein Interesse am Fortschreiten der 
Studien dankbar. Frl. M.-L. Jiéraus hat sich in dankenswerter Weise als Assistentin 


eingesetzt. 
Zusammenfassung 


Die frither aufgestellte Arbeitshypothese tiber den Ab- und Umbau von 
Aminosaéuren und anderen N-haltigen organischen Verbindungen zu 
Protocatechusaure und Gallussiure durch Phycomyces blakesleeanus soll 
durch hemmungsanalytische Studien der moglicherweise beteiligten 
Fermentsysteme gestiitzt werden. Die Zellgifte werden den Kulturen 
nach der Sporeneinsaat zugegeben und die Ergebnisse nach 12 Tagen 
gewonnen. 

1. Inhibitoren von Sulfhydrylenzymen (p-Chloromercuribenzoat, 
o-Jodosobenzoat, Jodessigsiure und Schwermetallsalze) hemmen zum 


Teil schon bei einer Konzentration von 10~ g/l die Phenolbildung um 
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; 
75%, das Trockengewicht hingegen um 25%. Die hohe Empfindlichkeit 
wird wahrscheinlich auf die Blockierung des CoA zuriickzufihren sein. — 

2. Carbonylreagentien (Hydroxylamin, Semicarbazid, Phenylhydrazin 
und Hydrazinsulfat) verringerten zum Teil bei Zugabe von 6 - 10 mol. 
das Pilzgewicht um 13%, die Phenolproduktion dagegen um mehr alst 
50%. Der Angriffspunkt wird an Flavinfermenten als Aminoséure- 
oxydasen und am Pyridoxalphosphat als Coferment der Transaminase 
und Aminosaure-decarboxylase gesucht. 

3. Schwermetallblocker (NaN3, «,«’-Dipyridyl, Athylendiamintetra-_ 
essigsiure) zeigen bei Zugabe von 10~4mol eine maximale Hemmung der 
Phenolbildung um etwa 75%. Das Gewicht der Pilze ist dann ebenfalls 
sehr verringert. Der Einflu8 wird mit der Blockierung von schwermetall- 
haltigen Oxydationsfermenten erklart. 

4: Natrium-diathyldithiocarbamat hat bis zu Konzentrationen, die 
gerade noch ein Wachstum des Pilzes zulassen, keinen wesentlichen’ 
Einflu8 auf die Phenolbildung. 

5. Die Wirkung von Thiouracil und Thioharnstoff auf die Phenol- 
produktion muB vorerst ungeklart bleiben. 
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Zur Systematik der Actinomyceten* 
3. Die Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen als Hilfsmittel der 
Artbestimmung innerhalb der Gattung Streptomyces 
Von 
H. ZAHNER und L. ETTLINGER 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 12. Oktober 1956) 


Bercey’s Manual of determinative Bacteriology (6. Aufl., 1948) 
nennt 73 Streptomyces-Arten. WAKSMAN u. LECHEVALIER (1953) be- 
schreiben bereits 147 Arten, und eine bis 1956 nachgefiihrte Liste ergibt 
etwa 200 Arten. Diese groBe Zahl von Arten einerseits und die kleine 
Zahl von zur Charakterisierung verwendbaren Merkmalen anderseits 
bewogen eine Reihe von Autoren, nach weiteren, fiir die Charakterisie- 
rung einer Art wertvollen Merkmalen zu suchen. Sechs Gruppen von 
Merkmalen stehen heute, neben den schon im Schliissel von WAKSMAN 
u. LECHEVALIER (1953) benutzten, im Vordergrund: 

1. Form und Aussehen der Sporen (Elektronenmikroskopie) (FLaie et al., 1952); 
2. Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen (C- Quellen) (PRrIDHAM u. GoTT- 
LIEB, 1948; Kurosawa, 1951; OHKI, 1953; Beneprcr et al., 1955); 3. Verwertung 
verschiedener Stickstoffquellen (N-Quellen) (OKamr, 1952; BURKHOLDER et al., 
1954); 4. Antagonistische Fahigkeiten (Kurosawa, 1951; BuURKHOLDER et al., 1954); 
5. Phagen-Spezifitat (BURKHOLDER et al., 1954); 6. Serologische Diagnose (LuDWwi1e 
u. Hurcutnson, 1949; Hara et al., 1953; YOKOYAMA u. Hata, 1953). 

Die vorliegende Arbeit befaft sich ausschlieBlich mit den Merkmalen der 
Gruppe 2, der Verwertung verschiedener C-Quellen. Prip#aM u. Gorriies (1948) 
priiften 27 Kulturen aus den Gattungen Streptomyces, Nocardia und Micromono- 
spora auf ihre Fahigkeiten, verschiedene Zucker, Alkohole und Salze organischer 
Sauren abzubauen. Die Arbeit von PRIDHAM u. Gorriies (1948) gab Ansto8 zu 
weiteren Untersuchungen in dieser Richtung (Kurosawa, 1951; OK, 1953; 
McCune, 1954; BURKHOLDER et al., 1954; Benepict et al., 1955). 


Im Institut fiir spezielle Botanik der Kidg. Technischen Hochschule 
in Zurich wurden bis jetzt 125 Stamme auf ihre Fahigkeit, ver- 
schiedene C- Quellen abzubauen, gepriift. An Hand der aus der Literatur 
bekannten und der von uns gewonnenen Ergebnisse soll in dieser Arbeit 
versucht werden, ein Bild des Wertes dieser Methode als Hilfsmittel 
der Streptomycetensystematik zu gewinnen. 


* 2. Mitteilung: Arch. Mikrobiol. 26, 192 (1957). 
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A. Die Bestimmung der C-Quellen-Spektren? 


Von den vorgeschlagenen Methoden zur Bestimmung der C- Quellen- 
Spektren (PRIDHAM u. Gorrie, 1948; OnKI, 1953; McCiuNG, 1954; 
Backus et al., 1954) wurde bisher nur diejenige von PRipHAM u. GOTT-— 
LIEB (1948) in mehreren Arbeiten angewandt. Sie sei hier ausfihrlich — 
beschrieben. 


PripHaM u. Gorrires (1948) verwenden folgendes Grundnaéhrmedium fiir die — 
Bestimmung: (NH,),SO, 2,64 g; KH,PO, 2,38 g; K,HPO, 5,65 g; MgSO,- 7 H,O- 
1,00 g; CuSO,-5 H,O 0,0064 g; FeSO,-7H,O 0,0011 g; MnCl,- 4 H,O 0,0079 g; 
ZnSO,: 7 H,O 0,0015 g; Difco-Agar 15 g; H,O dest. 1000 ml. 

Die Kohlenhydrate (Starke und Dextrin ausgenommen), Alkohole (auBer — 
pL-Inosit) und die Salze organischer Séiuren werden in dest. Wasser gelést, Seitz- 
filtriert und nach der Sterilisation des Grundmediums diesem steril zugegeben. Die 
Endkonzentrationen betragen fiir Zucker und Alkohole 1% und fiir die Salze— 
organischer Saéuren 0,159. Dextrin, Starke, Salicin und pi-Inosit werden direkt, 
vor der Sterilisation, zum Grundmedium gegeben. 

Das Impfmaterial wird auf Trypton-Hefe-Nahrlésung (0,5% Difco Trypton, — 
0,3% Difco Hefe-Extrakt) angezogen. Diese Kulturen werden zentrifugiert, wieder- 
holt gewaschen und in sterilem Wasser aufgeschwemmt. Von dieser Aufschwem- 
mung werden je 0,5 ml auf die Testnahrbéden gebracht. Die Teste werden nach 
einer 10tagigen Inkubation (27° C) abgelesen. 

Auf Grund ihrer Ergebnisse empfehlen PripHamM u. GorrTLresB (1948) 18 ver- 
schiedene C-Quellen fiir die Charakterisierung von Sireptomyces-Arten: L-Xylose, 
L-Arabinose, L-Rhamnose; D-Fructose, D-Galaktose; Saccharose, Maltose, Lactose; 
Raffinose, Inulin; p-Mannit, p-Sorbit, Dulcit, pi-Inosit; Salicin; Natriumacetat, 
Natriumcitrat, Natriumsuccinat. 

Die folgenden Autoren haben ihre Ergebnisse nach derselben Methode gewonnen: 
Eurxicu et al. (1948), Benepricr et al. (1951), Kurosawa (1951), Hara et al. (1952), 
Umezawa et al. (1952), Karo (1953), Nisurura et al. (1953), TakaHasut (1953), 
DE Boer et al. (1954), BuRKHOLDER et al. (1954), Dvoncu et al. (1954), Hava et al. 
(1954), Mancy-CourRTILLET u. PrynerRtT-Srnpico (1954), Prynert-Srnpico (1954), 
Saxar et al. (1954), Yamacuout (1954), Hetnemann et al. (1954/55), AMMANN et al. 
(1955), Beneprct et al. (1955), BuRKHOLDER et al. (1955), CorBaz et al. (1955), 
Isur et al. (1955), UEDA et al. (1955), ANDERSON et al. (1956), CorBaz et al. 
(1956, 1957). 


B. Die Verwertung einzelner C-Quellen 


a) Unterlagen 


Zur Auswertung wurden herangezogen: 1. Die Angaben aus der 
Literatur (nur C- Quellen-Spektren, die nach der Methode von PripHamM 
u. Gorriies [1948] bestimmt wurden). Auf die Einbeziehung von Ergeb- 
nissen, welche nach anderen Methoden gewonnen wurden, haben wir 
verzichtet, da der Einflu8 anderer Faktoren (z. B. der Stickstoffquelle) 
auf die C-Quellenverwertung noch nicht aufgeklairt ist. 2. Die von uns 


1 Im folgenden wird die Zusammenstellung der verwerteten und nicht ver- 
werteten C-Quellen eines Stammes als sein C- Quellen-Spektrum bezeichnet. 
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bestimmten Spektren von 125 Streptomyces-Stimmen. Die Bestimmun- 
gen erfolgten nach der Methode von PripHAM u. GOTTLIEB (1948) mit 
der Modifikation, da das Impfmaterial in Schittelkultur gewonnen 
wurde. Gepriift wurden die 18 von PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948) vor- 
geschlagenen C-Quellen, mit dem Unterschied, dai wir, wie tcilweise 
auch andere Autoren, z. B. BuRKHOLDER et al. (1955), pu-Inosit 
durch Mesoinosit ersetzten. 


Als Testréhrchen verwendeten wir Schraubdeckelflaschen mit 5 ml Nahrmedium. 
Ausgewertet wurde nach 10 Tagen. 

Die Ergebnisse aus der Literatur wurden herangezogen, um méglichst verschiedene 
Streptomyces-Arten in die Arbeit aufzunehmen und so eine allfiallig einseitige Aus- 
wahl der von uns gepriiften Stémme auszugleichen. Leider fehlen in den Unter- 
suchungen einiger Autoren die néheren Angaben, ob sie z. B. D-Xylose oder L-Xylose 
verwendeten. Wo Angaben dariiber fehlten, wurde angenommen, da sie dieselben 
C-Quellen wie PripHam u. GotTTiiep (1948) in ihre Untersuchungen einbezogen 
haben. 


Die in dieser Arbeit ausgewerteten C-Quellen-Spektren (Literatur 
und von uns bestimmte Spektren) stammen von Streptomyces-Staémmen 
folgender Arten: 


Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman et Henrici. — Sir. 
ambofaciens Pinnert-Sindico. — Str. antibioticus (Waksman et Woodruff) Waks- 
man et Henrici. — Str. armillatus Mancy-Courtillet et Pinnert-Sindico. — Str. 
aureofaciens Duggar. — Str. bikiniensis Johnstone et Waksman. — Sir. bobiliae 
(Waksman et Curtis) Waksman et Henrici. — Str. cacaot (Waksman) Waksman et 
Henrici. — Str. caelestis de Boer et al. — Str. celluloflavus Nishimura et al. — Str. 
chartreusis Leach. — Str. chrysomallus Lindenbein. — Str. cinereoruber Corbaz et 
al. — Str. cinnamoneus Benedict et al. — Str. coelicolor (Reiner Miller) Waksman et 
Henrici. — Str. echinatus Corbaz et al. — Str. erythrochromogenes (Krainsky) Waks- 
man et Henrici. — Str. ewrythermus Corbaz et al. — Str. exfoliatus (Waksman et 
Curtis) Waksman et Henrici. — Str. filipinensis Ammann et al. — Str. fimicarius 
(Duché) Waksman et Henrici. — Str. flaveolus (Waksman) Waksman et Henrici.— 
Str. flavus (Krainsky) Waksman et Henrici. — Str. fradiae (Waksman et Curtis) 
Waksman et Henrici. — Str. fragilis Anderson et al. — Str. gelaticus (Waksman) 
Waksman et Henrici. — Str. griseocarneus Grundy et al. — Str. griseolus (Waksman) 
Waksman et Henrici. — Str. griseus (Krainsky) Waksman et Henrici. — Str. griseus 
(Krainsky) Waksman et Henrici var. purpureus Burkholder et al. (= californi- 
cus sensu Routien et Hofman, floridae Bartz et al., puniceus Patelski, vinaceus 
Mayer). — Str. hachijoensis Yamaguchi. — Str. hygroscopicus (Jensen) Waksman 
et Henrici. — Str. lavendulae (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici. — Sir. 
michiganesis Corbaz et al. — Str. microflavus (Krainsky) Waksman et Henrici. — 
Str. narbonensis Corbaz et al. — Str. olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici. — 
Sir. olivochromogenus (Waksman) Waksman et Henrici. — Str. parvulus Waksman 
et Gregory. — Str. parvus (Krainsky) Waksman et Henrici. — Str. phaeochromo- 
genus (Conn) Waksman et Henrici. — Str. poolensis (Taubenhaus) Waksman et 
Henrici. — Str. purpurascens Lindenbein. — Str. roseochromogenus (Krainsky 
emend. Jensen) Waksman et Henrici. — Str. roseocireus Kato. — Str. ruber 
(Krainsky) Waksman et Henrici. — Str. rubescens (Jarach) Umezawa et al. — 
Str. spinulosus Corbaz et al. — Str. sahachirot Hata et al. — Str. scabies (‘Thaxter) 
Waksman et Henrici. — Str. venezuelae Ehrlich et al. — Str. violaceo-niger (Waks- 

22* 
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man et Curtis) Waksman et Henrici. — Str. viridochromogenes (Krainsky) Waksman 
et Henrici. — Str. willmorei (Erikson) Waksman et Henrici. 
Dazu kommen noch die C- Quellen-Spektren von 98 nicht bestimmten Stammen. 


b) Ergebnisse 
Fiir die Auswertung wurden die Ergebnisse, die in Abb. 1 in Prozent 
der gepriiften Stimme zusammengestellt sind, nach C-Quellen in 


3 Kategorien zusammengefaBt: deutlich gewachsen, nicht gewachsen, 
nicht eindeutig zu entscheiden. 
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Abb. 1. Die Verwertung einzelner C-Quellen. Angaben in °/, der gepriiften Stimme 


Wir betrachten C- Quellen, deren Ergebnisse in mehr als einem Viertel 
der Falle nicht eindeutig zu entscheiden sind, als wenig wertvoll fiir die 
Charakterisierung einer Art. Aus diesem Grund haben wir auf die Ver- 
wendung von Natriumcitrat (45,4°%%), Natriumacetat (39,8%), D-Sorbit 
(38,6%), Natriumsuccinat (34%), Inulin (33,8%), Mesoinosit (27,8%), 
Saccharose (26,7%) und Lactose (26,5%) fiir die Artbestimmung ver- 
zichtet. Fiir die Charakterisierung einzelner Staémme innerhalb einer Art 
k6nnen einzelne dieser C-Quellen gleichwohl gute Dienste leisten. 

Von den 125 von uns gepriiften Stiimmen ist keiner faihig, Dulcit ab- 
zubauen. Gleiche Ergebnisse erhielten Onkr (1953) (allerdings mit 
Natriumnitrat an Stelle von Ammonsulfat als Stickstoffquelle) und 
BURKHOLDER et al. (1954). PRipHam u. GorrLies (1948) fanden 5 von 
27 Stémmen, Kurosawa (1951) 2 von 30 Stémmen, welche Dulcit ver- 
werten. Bei diesen 7 Dulcit verwertenden Stémmen fehlt bei 2 Stammen 
die Angabe der Art, die restlichen 5 Stiimme gehéren zu folgenden Arten: 
Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman et Henrici, 
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Str. gelaticus (Waksman) Waksman et Henrici, Str. roseochromogenes 
(Krainsky emend. Jensen) Waksman et Henrici, Str. scabies (Thaxter) 
Waksman et Henrici, Str. coelicolor (Reiner Miiller) Waksman et Henrici. 
Von allen 5 Arten sind auch Stémme bekannt, die nicht fahig sind, 
Dulcit zu verwerten. Die Fahigkeit, Dulcit abzubauen, ist somit nicht 
artspezifisch. 

D-Galactose und Maltose kénnen durch eine groBe Zahl von Stammen 
verwertet werden. Hindeutig negativ sind nur je 3% der Stamme. 
BURKHOLDER et al. (1954) fanden unter 100 Stémmen keinen Stamm, 
der nicht in der Lage war, D-Galactose abzubauen und nur 5 Staémme 
ohne die Fahigkeit, Maltose zu verwerten. Die Unfahigkeit, p-Galactose 
und Maltose abzubauen, ist nicht fiir eine einzelne Art oder Artengruppe 
spezifisch. Die wenigen negativen Stamme verteilen sich wiederum auf 
mehrere Arten, von denen auch Stémme existieren, die zum Abbau von 
D-Galactose und Maltose befahigt sind. 


C. Die Aufteilung von Streptomyces-Staémmen in Arten und 
Artgruppen an Hand der C-Quellen-Spektren 


a) Literatur 
PRIDHAM u. GoTTLIEB (1948) teilten die von ihnen gepriiften Stiimme an Hand 
des in der Tab. 1 dargestellten Schliissels in 8 Gruppen auf. Im ersten Schritt 
stellten sie auf die Ergebnisse von ~t-Rhamnose und Raffinose ab. Im zweiten 


Tabelle 1. Die Einteilung von Actinomyceten an Hand der C-Quellen-Spektren. 
Vorschlag von PripHaM u. GoTrTiies (1948). Zeichenerklarung s. Tab. 6 


L-Rhamnose — ~-Rhamnose ++ t-Rhamnose -++ 
Raffinose — Raffinose + Raffinose — 
L-X ylose — L-Xylose + 
D-Mannit — p-Mannit + 
Lactose — Lactose + 
Na-acetat (—) Na-acetat + 
Dulcit — Dulcit + Dulcit — 
DL-Inosit + pDL-Inosit ++ DL-Inosit — 
Na-acetat ++ Na-acetat — 
Na-succinat — Na-succinat --+ 
p-Mannit ++ p-Mannit — 
DL-Inosit ++ pL-Inosit — 


Schritt benutzten sie die Ergebnisse von L-Xylose, p-Mannit, Lactose, Natrium- 
acetat, Dulcit, pu-Inosit und Natriumsuccinat. 9 der 18 fiir die Charakterisierung 
empfohlenen C-Quellen werden fiir die Aufteilung nicht bendétigt (L-Arabinose, 


: 
: 
4 
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p-Fructose, p-Galactose, Saccharose, Maltose, Inulin, p-Sorbit, Salicin und Natrium- 
citrat). : 

Im Schliissel von PrrpHam u. Gorrires (1948) (Tab. 1) sind mehrere C- Quellen 
eingebaut, deren Verwertung in mehr als einem Viertel der Falle nicht eindeutig ist 
(Natriumacetat, Natriumsuccinat, Lactose und pt-Inosit). AuBerdem ist die Fahig- 
keit, Dulcit abzubauen, nicht artspezifisch. 

Kurosawa (1951) suchte weniger eine Aufteilung der Arten an Hand der 
C- Quellen-Spektren, als eine Beziehung zwischen C-Quellen-Spektren und anti- 
biotischen Fahigkeiten. Er verwendete den gleichen Schliissel wie PRIDHAM u. 
Gorriies (Tab. 1), erweiterte ihn aber um die nicht haufige Kombination, L-Rham- 
nose negativ, Raffinose positiv. 

OHKI (1953) teilte die von ihm gepriiften 43 Organismen in 5 Gruppen und 
12 Typen ein (Tab. 2). Fiir die Gruppencharakterisierung benutzte er Xylose, 
Rhamnose und Raffinose. Fiir die weitere Aufteilung (Typen) stellte er auf Arabinose™ 
Lactose, Trehalose, Mannit, Saccharose, Salicin und Inosit ab. 


Tabelle 2. Aufteilung von Streptomyces-Arten in Gruppen und Typen an Hand der 
C-Quellen-Spektren nach OHKr (1953)!. Zeichenerklarung siehe Tab. 6 
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1 Onxt (1953) bestimmte die C-Quellen-Spektren nicht nach der Methode von 
PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948). Er ersetzte das Nahrmedium durch eine Nahrlésung 
mit Natriumnitrat an Stelle von Ammonsulfat als Stickstoff- Quelle. 

2 Die Konfiguration der verwendeten Zucker wird nicht angegeben. 


b) Vorschlag einer neuen Gruppeneinteilung 

In den Arbeiten von PripHaM u. Gorrris (1948), Kurosawa (1951) 
und Oukt (1953) wurden die Ergebnisse weniger Stiimme zur Aufteilung 
ausgewertet. Seither sind neue Ergebnisse dazu gekommen, welche es 
ratsam erscheinen lassen, die von den genannten Autoren vorgeschlagenen 
Schliissel zu erginzen respektive zu indern. Um zu einem neuen Schliissel 
zu gelangen, wurde folgendermafen verfahren: 

Auf C-Quellen, deren Ergebnisse in iiber 25%, der Faille nicht eindeutig 
zu entscheiden sind, haben wir fiir die Artbestimmung verzichtet. Von den 
18 von PripHAM u. GorrLrEeB (1948) vorgeschlagenen C- Quellen fallen 
8 aus diesem Grunde weg (Saccharose, Lactose, Inulin, p-Sorbit, Inosit, 
Natriumacetat, Natriumcitrat und Natriumsuccinat). 
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C-Quellen, welche in mehr als 90°, der Fiille abgebaut werden, haben wir 
ausgeschlossen, wenn sich die wenigen negativen Stimme unspezifisch auf 
verschiedene Arten verteilen. Dasselbe gilt im umgekehrten Fall fiir die 
C-Quellen, welche in weniger als 10°%, der Fille abgebaut werden. Dieser 
Einschrankung wegen fallen D-Galaktose und Maltose, sowie Dulcit fiir 
die Bestimmung fort. 

Die auszuwertenden 239 C-Quellen-Spektren wurden auf Keysort 


-Randlochkarten iibertragen. Nacheinander wurden fiir jede der ver- 


bleibenden 7 C- Quellen (L-Xylose, L-Arabinose, L-Rhamnose, D-Fructose, 

Raffinose, p-Mannit und Salicin) die Karten in positive und negative 

aufgeteilt. Die 7mal 2 Gruppen wurden nach zwei Gesichtspunkten 

iiberpriift: 1. Arten, welche als einheitlich angenommen werden k6nnen, - 
diirfen nicht auseinandergerissen werden. 2. Die Aufteilung in posi- 

tive und negative Stémme soll moglichst gleichmaBig sein. 

Die Beurteilung nach dem ersten Gesichtspunkt, bestehende als 
einheitlich erkannte Arten nicht aufzuspalten, konnte nur teilweise 
objektiv durchgefiihrt werden. Einerseits ist die Einheitlichkeit nur bei 
wenigen Arten nachgewiesen, und anderseits erlaubte die kleine Zahl der 
je Art gepriiften Staémme keinen zahlenmaBigen Vergleich. Die Sichtung 
nach dem ersten Gesichtspunkt ergibt aber gleichwohl deutliche Unter- 
schiede, die folgende Klassierung erlauben: 1. t-Rhamnose, Raffinose; 
2. p-Fructose, L-Xylose; 3. L-Arabinose, D-Mannit; 4. Salicin. 

Das Verhaltnis von negativen zu positiven Staémmen ist fir die Auf- 
teilung umso geeigneter, je mehr sich der Wert + 1 nahert. Werden die 
7 C-Quellen nach dem 2. Gesichtspunkt geordnet (als Unterlagen dienten 
die Ergebnisse der Abb. 1), so ergibt sich die nachstehende Reihenfolge: 
t-Rhamnose, Raffinose, p-Mannit, 1-Arabinose, L-Xylose, Salicin, 
p-Fructose. 

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von PRIDHAM u. Gort- 
Lins (1948), Kurosawa (1951) und OHEI (1953) erlauben L-Rhamnose 
und Raffinose die beste Aufteilung. Eine gute Aufteilung ist noch mit 
L-Xylose und p-Fructose zu erreichen, doch sind bei diesen beiden 
C-Quellen nur wenige Stémme negativ, so dab der Wert fiir die Auf- 
trennung beschrankt ist. 

Einige Arten zeigen im t-Arabinose-Abbau kein einheitliches Ver- 
halten, doch handelt es sich nur um wenige Arten, die alle in der 
Gruppe III (Untergruppen d und e) (siehe Tab. 3) unterzubringen sind. 
Die mit mehreren Stammen vertretenen Arten verhalten sich in bezug 
auf den p-Mannit-Abbau einheitlich. Die meisten Arten sind zum Abbau 
von p-Mannit befahigt. Die wenigen, meist nur mit dem Originalstamm 
vertretenen Arten, die nicht in der Lage sind, p-Mannit zu verwerten, 
rechtfertigen noch keine, nur auf die Ergebnisse von D-Mannit gesttitzte 
weitere Aufteilung der Gruppen. Noch weniger scheint Salicin fir eine 
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Aufteilung geeignet: einerseits weist Salicin von den 7 C- Quellen noch 
den gréBten Prozentsatz an nicht eindeutig zu entscheidenden Ergeb- 
nissen auf, und anderseits verhalten sich als einheitlich erkannte Arten 
im Salicin-Abbau nicht einheitlich. 


Tabelle 3. Schliissel zur Gruppen- und Untergruppeneinteilung innerhalb der Gattung — 


L-Rhamnose + 


Streptomyces. Zeichenerklarung siehe Tab. 6 


L-Rhamnose + 


L-Rhamnose — 


L-Rhamnose — 


Raffinose + Raffinose — Raffinose — Raffinose + 
| | | 
L-Xylose ++ L-Xylose + L-Xylose + 
p-Fructose + p-Fructose + / pD-Fructose ++ 
L-Arabinose ++ t-Arabinose ++ L-Arabinose + 
p-Mannit + oder —p-Mannit + od. — p-Mannit + 
Gruppe I Gruppe II Gruppe lV 
L-Xylose + L-Xylose + L- Xylose — L-Xylose — 
p-Fructose + pD-Fructose— op-Fructose + p-Fructose — 
t-Arabinose + L-Arabinose-+od.— 1-Arabinose + od. — 
p-Mannit — p-Mannit + od.— op-Mannit + od. — 


| 


L-Arabinose + 
D-Mannit + od. — 


Gruppe Illa 


Gruppe IIIc 


L-Arabinose — 
p-Mannit + od. — 


Gruppe IIIb 


Gruppe IIId 


Gruppe IIle 


Unter Beriicksichtigung dieser Feststellungen wurde der in Tab. 3 


dargestellte Schliissel aufgebaut. Er umfaBt 4 Hauptgruppen, die durch 
die Ergebnisse mit t-Rhamnose und Raffinose charakterisiert sind. Die 
Gruppe L-Rhamnose und Raffinose negativ la8t sich an Hand der~ 
Resultate von L-Xylose, p-Fructose und t-Arabinose noch in 5 Unter- 
gruppen (a—e) unterteilen. 


Tabelle 4. Die Gruppenzugehdrigkeit 
Se ee ee ee 
Gruppe III 


Gruppe I Gruppe II Untergruppe a 
ee eas ee ae 
bobiliae echinatus ambofaciens aureofaciens 
caelestis narbonensis antibioticus michiganensis 
celluloflavus purpurascens chrysomallus coelicolor 
chartreusis spinulosus olivaceus 
coelicolor viridochromogenes olivochromogenus 

(violaceus-ruber ) 
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Von den 239 Stémmen kénnen 218 in eine der 8 Gruppen und Unter- 
gruppen eingeordnet werden, 13 Stiimme kénnen wegen unvollstandiger 
Spektren nicht eingereiht werden und 8 Staémme entfallen auf 5 im 
Schliissel nicht enthaltene Kombinationen. Die 8 nicht eingereihten 
Staimme verteilen sich wie folgt: 3 Stamme ohne Angabe der Art und je 
ein Stamm von Streptomyces coelicolor (Reiner Miller) Waksman 
et Henrici, Str. olivochromogenus (Waksman) Waksman et Henrici, 
Str. ruber (Krainsky) Waksman et Henrici, Str. scabies (Thaxter) Waks- 
man et Henrici und Str. willmorei (Erikson) Waksman et Henrici. 

In Tab.4 sind einzelne Arten, bei denen entweder mehrere gleiche 
C- Quellen-Spektren vorliegen oder das C- Quellen-Spektrum des Original- 
stammes bestimmt werden konnte, bzw. der Diagnose beigefiigt war, 
nach Gruppen und Untergruppen geordnet. 


D. Besprechung der einzelnen Gruppen 


In Tab. 5 sind die C-Quellen-Spektren der 8 Gruppen und Unter- 
gruppen zusarmmengefaBt. 


Tabelle 5. Die C-Quellen-Spektren der Gruppen und Untergruppen 


Gruppe 
C- Quelle 

I Il Illa IIIb Ile Iiid Iite EY; 
t-Rhamnose... . = - 
ECALLNOSO. <a. ee “= + 
MX VylOSe . . «= a + ae a aie — _s =i 
p-Fructose + + 48 ae — ae pare wi 
m-Arabinose ... .- +- + + = ae ae ate ae 
m-Mannit~.... - + | + + ae ae ale JE 


Gruppe l (Tab. 6) 


Die Gruppe I umfaBt 51 der 239 Stamme (vgl. Tab. 4, S. 314). CorBaz 
et al. (1956b) weisen auf eine mogliche Identitaét von Streptomyces 
bobiliae (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici mit Str. purpurascens 


einzelner Streptomyces-Arten 


Gruppe III Gruppe III Gruppe III Gruppe III Gruppe 
Untergruppe b Untergruppe ¢c Untergruppe d Untergruppe e 
griseus cinereoruber roseochromogenus armillatus eur ythermus 
griseus var. | fragilis rOseocireus cinnamoneus | filipinensis 
purpureus lavendulae 


ee 
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Lindenbein hin. Die Identitét dieser beiden Arten ist aber, da bei 
Str. bobiliae das Luftmycel fehlt, nicht zu beweisen. 

In der Gruppe I verbleiben, auch wenn die Identitat dieser beiden 
Arten angenommen wird, gleichwohl 9 verschiedene Arten. Unter den 
noch nicht bestimmten Stammen finden sich noch weitere Staémme, die 


Tabelle 6. Die C-Quellen-Spektren 


Methodik nach 
Streptomyces-Art Nr. Herkunft bzw. Literaturangabe 

bobwede sa. sk ee 0—101 Kurosawa 1951 
bobilsae™ ar... ee aS ETH 9308 CBS (WaxksMAN) ! 
bobsled 5... Pay ee ETH 9446 ATCC 3310 (WAKSMAN) ! 
COCLERIUS Tim) tan toy ant es Ps DE Borr et al., 1955 
charireusis «oct wd ae ETH 12395 NRRL 2287 ! 
CRALICUSTS Fama re tn es ETH 7302 Isolierung aus Bodenprobe ! 
echinatis se . BN ae ETH 8331 CorBaz et al., 1957b ! 
marbonensis. ...... ETH 7346 CorBaz et al., 1955a ! 
purpurascens ...... NRRL 2269 BeEneEDIctv et al., 1955 
purpurascens. ..... NRRL 1454 Benepict et. al., 1955 
purpurascens. ..... NRRL 1480 BeEneEDIcT et al., 1955 
purpurascens... ... ETH 11126 NRRL B-1480 ! 
DULDUTASCENS «. y-8 ss) el ETH 9386 Isolierung aus Bodenproben ! 
STINT UULORULA ae tert ot oe ETH 26z CorBaz et al., 1957b ! 
violaceus-ruber®,? . . . 3030 PRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
violaceus-ruber? . . . . . ETH 9447 ATCC 3355 (WAKSMAN) 1 
violaceus-ruber®? . . . . . ETH 9448 ATCC 10147 (WakKSMAN) ! 
viridochromogenes . . . . ETH 9522 CBS (p® VRIES) ! 
viridochromogenes . . . . ETH 9523 CBS (WaksMan) ! 
viridochromogenes . . . . ETH 9525 CBS (Miiarp) ! 
viridochromogenes . . . . | HTH 11885 NRRL B-1227 ! 


1 Die niheren Angaben iiber Inosit fehlen, (D-, L-, DL- oder Mesoinosit). 
2 PRIDHAM u. GoTTLiEB (1948) priiften pL-Inosit an Stelle von Mesoinosit. 


* Die Stamme Str. violaceus-ruber miiBten nach WAKSMAN u. HENRIctr (1948) die 
Bezeichnung Str. coelicolor (Reiner Miiller) Waksman et Henrici tragen. Da wir die 
Synonymitat dieser beiden Arten nicht einfach itbernehmen kénnen (siehe Aus- 
fiihrungen 8. 318), ziehen wir es vorlaufig vor, diese Stamme mit Str. violaceus-ruber 
zu bezeichnen. 
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in keiner dieser 9 Arten unterzubringen sind, so daf sich die Zahl der 
Arten in der Gruppe I noch weiter erhohen wird. 

Die Gruppe I verhalt sich nicht nur im Abbau von L-Rhamnose und 
Raffinose einheitlich, sondern sie weist auch keine Unterschiede in den 
Ergebnissen von L-Xylose, t-Arabinose und D-Fructose auf. Hinige 


von Streptomyces-Arten der Gruppe I 
PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948) 


cee ee 2 = 
oO =| fo} p= ro) o 2 Ed 
Abe OUR Sey od super nee eo st Eyer i Pekan wider” 
pals eames 3 £ 2 € @ sums el geg 
' ' x ' ' 3 
Eee One Ce eS. eer ee ae ee ee 
ee weeks ete Ree ok CN ee 
Ee ea ee fe Seles BOs a Sn ict estes 
a8 eo has Same 5 32 Se (ERG eee (4) (7) - + (4) 
ee ese os Se Se il eg (—) () — (4+) + 
ePiae stil ierte? at “by, AE Ghee (=) —- (>) + 
oS ee er a ee ee es) + (+) (4) +. + 
a a i a Pasa ec RS lf Wika Se 
A Hite Boot mice” Sale Bal oe 4. eset i oo 
ee eee eas oe eee a (——) ee ae Be aS SSE 
= ale eid alle = i ia cial dls iain + + oo eae 
bese ba hs 4 2G ap Qed) ae + + Ae 
eh ey diets eile ane Ret hob + + 
creas fe che ee eee ey 2 er ag) je) —— 
Sab yotig Ah ob (-)osbaethet ih ge +) - 4+ 4+ 
let aie ie ami EE AEC) te ey See Ge) 
eet te ee ae ee eee hee nthe Be aca 
ee aes (CS ee eee eae Oc) Me ie, (el) 
0 a pace (Dea (CE) ae ee (=)! ee 
He Pe rte BAERS Ee () + $954) = (=) ie 
AS ee ae Ks SS eee ee BI Wee Tle oe 
gat(: ee Gari oe Sy) (32) ui Fe Say) ae — ee es 
base veces wot Dy ge tech), cee nce =) (4 )y Gi 


+ gutes Wachstum, gichere Verwertung der betreffenden O- Quelle; (+) schwaches 
Wachstum, Verwertung unsicher; (—) sehr schwaches Wachstum, Verwertung un- 
wahrscheinlich; — kein Wachstum, keine Verwertung; .. Angaben fehlen; + keine 
Entscheidung iiber Wachstum und Verwertung moglich; ? Resultate wechselnd ; 
t durch uns ausgefithrte Bestimmung des C- Quellen-Spektrums. 
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Differenzen bestehen nur bei D-Mannit und Salicin. Wieweit diese beiden — 
C- Quellen fiir eine weitere Aufteilung dieser Gruppe geeignet sind, ist 
noch nicht zu entscheiden. Der von PripHAM u. GOTTLIEB (1948) vor- 
geschlagene und von Kurosawa (1951) iibernommene Schliissel mit 
Dulcit, Inosit, Natriumacetat und Natriumsuccinat fiihrt bei diesem 
Material zu keiner befriedigenden Aufteilung. Die Bestimmung der 
einzelnen Arten innerhalb der Gruppe I kann leicht an Hand anderer 
Merkmale, wie Farbe und Aussehen des Luftmycels, Sporenform, Anti- 
biotica und Pigment geschehen. 


Wie aus der Tab. 4 hervorgeht, finden sich in Gruppe I und Gruppe IIa 
Staémme von Streptomyces coelicolor (Reiner Miller) Waksman et Henrici. 
WaksMAN u. Henrict (1948) nahmen an, da Actinomyces violaceus-ruber 
Waksman et Curtis mit Streptothrix coelicolor Reiner Miller identisch 
sei, worauf sie diese beiden Arten zu Streptomyces coelicolor (Reiner Miller) 
Waksman et Henrici vereinigten. Kleine Unterschiede zwischen den 
einzelnen Stémmen dieser Art fiihrten sie auf chemische Unterschiede 
im produzierten blauen Pigment zuriick. Im Bestimmungsschlissel fiir 
die Gattung Streptomyces von WAKSMAN u. HENRIcrI (1948) wird als 
eines der ersten Unterscheidungsmerkmale das Auftreten oder Fehlen 
eines Pigmentes aufgefiihrt. Im Falle von Streptomyces coelicolor (Reiner 
Miller) Waksman et Henrici ist das blaue Pigment ein stark hervor- 
tretendes Merkmal, das, obwohl es sich wahrscheinlich um chemisch 
sehr verschiedene Verbindungen handelt, den beiden urspriinglichen 
Arten Streptothrix coelicolor und Actinomyces violaceus-ruber gemeinsam 
ist. Damit schienen die Voraussetzungen fiir eine Vereinigung dieser 
beiden Arten gegeben. 


Wir haben 4 Stéamme von Streptomyces coelicolor (Reiner Miiller) 
Waksman et Henrici untersucht: 


ETH Nr. erhalten von Herkunft 
9310 CABSS. Prof. BEISERINCK 
9534 COZBSS: Prof. E. MULLER 
9447 ATCC 83685 Prof. S. A. WAKSMAN 
9448 ATCC 10147 Prof. S. A. WAKSMAN 


Wie uns Prof. JoHANNA WESTERDIJK mitteilte, wurde der Stamm 
ETH 9534 von Prof. E. MULLER von einer Originalkultur von Strepto- 
thrix coelicolor Reiner Miiller abgeimpft. Der Stamm 9447 —= ATCC 3355 
trug urspringlich die Bezeichnung Actinomyces violaceus-ruber Waksman 
et Curtis. 

Die Untersuchung der 4 Stiimme ergab das folgende Bild: 1. Die 
Stimme vom Centraalbureau voor Schimmelcultures in Baarn (ETH 9310, 
9534) sind unter sich gleich. Sie besitzen ein mit griinlichgrau (lateinisch 
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griseus) zu bezeichnendes Luftmycel, glatte Sporen und O-Quellen- 
Spektren der Gruppe Illa (siehe Tab. 8). Die Bildung des fiir Strepto- 
myces coelicolor (Reiner Miller) Waksman et Henrici beschriebenen 
blauen Pigmentes haben wir nie beobachtet. 2. Die Stéimme der American 
Type Culture Collection (ETH 9447 = ATCC 3355, ETH 9448 = ATCC 
10147) sind unter sich gleich. Sie besitzen ein mit aschgraw (lateinisch 
cinereus) zu bezeichnendes Luftmycel, glatte Sporen und C-Quellen- 
Spektren der Gruppe I (siehe Tab. 6). Das blaue Pigment wird auf ver- 
schiedenen Nahrmedien gebildet. 

Die Unterschiede zwischen den Stammen von CBS und von ATCC 
haben méglicherweise ihren Grund darin, daf es sich bei den Stammen 
von CBS um Stémme von Streptothrix coelicolor Reiner Miller und bei 
den Stémmen von AJT'CC um Staémme von Actinomyces violaceus-ruber 
Waksman et Curtis handelt. Die Frage, ob Streptothrix coelicolor Reiner 
Miller und Actinomyces violaceus-ruber Waksman et Curtis synonym sind, 
wie WaxksMAN u. Henricr (1948) annehmen, konnen wir gestiitzt auf 
unsere Untersuchungen nicht entscheiden, da die Stamme von Strepto- 
thrix coelicolor Reiner Miiller das blaue Pigment nicht bzw. nicht mehr 
bilden. 

Gruppe II (Tab. 7) 

Gruppe II umfaBt 63 der 239 in die Untersuchung einbezogenen 
Stémme (vgl. Tab. 4, 8. 314). Die weitere Unterteilung dieser Gruppe auf 
Grund anderer C-Quellen, z. B. der von PripHam u. GOTTLIEB (1948) 
vorgeschlagenen (p-Mannit und Inosit) fiihrt zu keinem befriedigenden 
Ergebnis. Von den 63 Stémmen dieser Gruppe sind nur 2 Stamme nicht 
zum Abbau von p-Mannit befahigt. Inosit ist infolge des groBen Prozent- 
satzes an nicht eindeutig zu entscheidenden Ergebnissen nicht fir eine 
Aufteilung geeignet. AuBerdem fehlt bei Inosit haufig die Angabe der 
Konfiguration. Ebensowenig fiihrt eine Aufteilung an Hand der Ergeb- 
nisse von Saccharose, Inosit und Salicin, wie OKI (1953) vorschlagt, zum 
gewinschten Erfolg. 

Die Bestimmung der Arten innerhalb der Gruppe II muf auf Grund 
anderer Merkmale (Luftmycel, Sporenform, Antibiotica und eventuell 
Pigment) erfolgen. 


Gruppe III (Tab. 8) 

In Gruppe III sind 98 Staémme unterzubringen. Diese Staémme kénnen 
mit Hilfe der Ergebnisse von L-Xylose, D-Fructose und t-Arabinose in 
5 Untergruppen (a—e) aufgeteilt werden (siehe Schliissel, Tab. 3). Trotz 
dieser Méglichkeit einer weiteren Unterteilung der Gruppe III ist es in 
keinem Falle méglich, eine Bestimmung einzelner Arten nur auf das 
C- Quellen-Spektrum aufzubauen. Auch in der Gruppe III ist die Art- 
bestimmung an Hand anderer Merkmale auszufitihren. 
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Gruppe III, Untergruppea (Tab. 8) 
In die erste Untergruppe [Ila sind 29 Staéimme der in Tab. 4, S. 314 
angegebenen Arten einbezogen. In bezug auf Streptomyces coelicolor 
(Reiner Miller) Waksman et Henrici ist auf die Ausfiihrungen unter i 
Gruppe I hinzuweisen (S. 318). 


Tabelle 7. Die C-Quellen-Spektren 


: 
: 
i] 


Methodik nach PrrpHAM u. GOTTLIEB (1948). — 


Streptomyces-Art Stamm Nr. Herkunft bzw. Literaturangabe 
GIMNDGlACIENS suerte PINNERT-Srnvico, 1954 
antibioticus! ...... . PRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
aniibrotcyan ay) et ane dc ETH 9875 CBS (WaAKSMAN) 

GNUbION CUS s aos tes sauces ETH 13354 ATCC (NRRL B-546) 
GRUDIONCUS) Fs at ETH 13491 CBS (WaxksMan, 3435) 
antibioticus ...... ETH 6078 Corsaz et al., 1957a 

aninbtolicus se ee ETH 6451 CorBaz et al., 1957a 

antibioticus ...... ETH 10756 Corsaz et al., 1957a 

chrysomallus .... . . ETH 12398 ATCC 11523 (WAKSMAN 3657) ! 
chrysomallus . 1. 6. ETH 6240 CorsBaz et al., 1957a ! 
chrysomallus .°. . .*.. ETH 7733 CorBaAz et al., 1957a ! 
chrysomallus . 9... +.) ETH 8308 CorBaz et al., 1957 a ! 
chrysomallus %. « . + %.s ETH 8383 CorBaz et al., 1957a ! 
chrysomallus ...... ETH 8819 CorBaz et al., 1957a ! 
chrysomallus . 1°... ETH 8876 Corbaz et al., 1957a ! 
chrysomallus’ 05. ETH 9631 Corbaz et al., 1957 a ! 
chrysomallus . ..... ETH 10995 CorBaz et al., 1957 a ! 
QUIWUUCEUBIE fee ate ol te wk: ETH 9868 CBS (WaAxksMAN) ! 
olivochromogenus® . . . . 0—40 Kurosawa, 1951 
olivochromogenus* . 0—104 Kurosawa, 1951 
olivochromogenus ETH 9517 ATCC 3336 (WAKSMAN) 18 


1 PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948) priiften pL-Inosit und nicht Mesoinosit. 
* Bei Kurosawa (1951) fehlt die Angabe der Konfiguration von Inosit. 


Gruppe III, Untergruppe b (Tab. 8) 


Die Untergruppe IIIb schlieBt 21 Stémme der beiden in Tab. 4, S. 314 
genannten Arten ein, von denen der Hauptteil auf die Streptomycin- 
Produzenten entfallt. 


Das _ wirtschaftliche Interesse fiir die Streptomycin-Produzenten 


erklart ohne weiteres die groBe Zahl der untersuchten Stimme von 


Streptomyces griseus. BURKHOLDER et al. (1955) wiesen die Identitat der 
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verschiedenen Viomycin-Produzenten Streptomyces californicus sensu 
Routien et Hofman, Str. floridae Bartz et al., Str. puniceus Patelski und 
Str. vinaceus Mayer et al. unter sich und die grofe Ahnlichkeit dieser 
Stamme mit Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman et Henrici nach. 


von Streptomyces-Arten der Gruppe II 
Erklarung der Zeichen siehe Tab. 6 


© 3 z 8 2 eo) +> = 
a pee ey rl Commas | eth wks A 4 Gr seaeee 
z+ + + +--+ eye oh pes ee 

er Sk or Sal ag a eerste a t=} ot) 
cheeks te Se ee — + + =—- — + (=) eee 
e+ ee a baw tC). (regret 
eyed Gh ieetye |t heed EG) eS a yeah aie a 
had lyse a ee +-— — + (=) 
cet) sitre tea poe ae er (—) (—) 
ee a ey Gij<¢ e+ + (—) 
oc) GES fet = + +. = '\(-) 7 lS) ge er 
Mere? Baary tat maa +) a Ce ee ae) 
Bae | Slee lat = + — + 
he es ye Fant mae i) = =A) 
tT iene a sh teat FC) ane ee Te) eres (eo aaa 
420 ee eo Re (CO ee eS) 0 RS fa 
Peed eck er tate a Meo) + So Se oF 
i eS ae aaa = ee) (Gas. 
3p ae Ge Qn) Sitar ee “ee oe ees th 
es teat (=) =) Sa a 
Bee) eee tig ee (—) p+ 
a a ee ee eee See Bagel ee 
+ + +. .+ (4) ae + (—) — + + 


Sie vereinigten die 4 Arten zu Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman 
et Henrici var. purpureus Burkholder et al. (BURKHOLDER et al., 1955). 


Gruppe III, Untergruppe c (Tab. 8) 

Die Untergruppe IIIc umfa8t 9 Stémme der beiden in Tab. 4, 8. 314 
erwahnten Arten. Die Staémme von Streptomyces cinereoruber produzieren 
Rhodomycine, unterscheiden sich aber von Str. purpurascens Lindenbein, 
dem zuerst beschriebenen Rhodomycin-Produzenten, durch dieC-Quellen- 
Spektren (Str. purpurascens gehért zu Gruppe I) und durch das Aussehen 
der Sporen (Str. purpurascens besitzt stachlige Sporen, im Gegensatz zu 
Str. cinereoruber, der glatte Sporen aufweist) (CORBAZ et al., 1956b). 
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Tabele 8. Die C-Quellen-Spektren von Streptomyces- 
Methodik nach PripHAM u. GOTTLIEB (1948). 


NL ————— 


a 


Streptomyces-Art Stamm Nr. Herkunft bzw. Literaturangabe 
Untergruppe a 
aureofaciens ..... . NRRL B-1286 BerneEvict et al., 1955 
GQureofaciens ... «=. . NRRL B-1287 BENEDICT et al., 1955 
aureofactens =. .... . NRRL B-1288 BENEDICT et al., 1955 
QUreojaciens 3). = sare NRRL B-2209 BENEDICT et al., 1955 
(COC}+COl0) een ae ara ETH 9310 CBS (BEIsERINCE) ! 
COCLICOLON IS as Sa ieee ETH 9533 CBS (EK. MULuEr) ! 
COCLUCOLOT tt one eee ETH 9534 CBS (E. MULuer) ! 
OAM 4 5 5 6 6 ETH 9001 Corsaz et al., 1957a ! 
Untergruppe b: 
Griseustaen. she ke ke unas A2 PripHAM u. GOTTLIEB, 1948 ! 
GTISCUB Fer. eee eet B PRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
GTESCUSH Ie oah cr Bek ee, sd cies 72 PRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
GTUSCUSLING a6". tenet ath awe 434 PrRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
OTUSCUS* AT sa erat ce Bs Kurosawa, 1951 
OVUSCUR Were. it. als anew NRRL B-148 BENEDICT et al., 1955 
GVUSCUR IE Ped a's Oyen tel scons NRRL B-150 BENEDICT et al., 1955 
GIVSCUS ARIE, Woes te cece NRRL B 1075 BENEDICT et al., 1955 
GFtSCUS Te eSnips ETH 4289 (Stamm von WaxksMAN erhalten)! 
QTUSCUS er ag oe! Re ase ETH 9404 Isolierung aus Bodenproben ! 
GV USCUS Aedes wage me Se ETH 10003 Isolierung aus Bodenprobe ! 
griseus var. purpureus . . (puniceus) British Patent 687500, 

1953 

griseus var. purpureus . . | HTH 10114 (vinaceus) ! 
griseus var. purpureus . . | HTH 10221 (floridae) ! 
Untergruppe ec: 
cimereoruber. ...... ETH 7451 CorBaAz et al., 1956b ! 
Cinereoruber. . ..... ETH 7486 CorBaz et al., 1956b ! 
cinereoruber. . ..... ETH 7527 CorsBaz et al., 1956b ! 
cimereoruber. . . . 1 1. ETH 7861 Corsaz et al., 1956b ! 
Cimereoruber. . . . 2... ETH 8279 CorBaz et al., 1956b ! 
TOQCIS Berets Pe Man eR eins rs ANDERSON et al., 1956 


1 PRIDHAM u. Gorriies (1948) priiften pt-Inosit und nicht Mesoinosit. 
* Kurosawa (1951) gibt keine niheren Bezeichnungen zu Inosit. 


Gruppe III, Untergruppe d (Tab. 9) 


Diese Untergruppe umfaft 17 Stéimme zweier Arten (Tab. 4, S. 314). 
Streptomyces roseochromogenus (Krainsky) Waksman et Henrici, ist mit 
mehreren Spektren vertreten, fiir Streptomyces roseocireus Kato, ist das 
C- Quellen-Spektrum der Diagnose beigefiigt. 
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Gruppe III, Untergruppee (Tab. 9) 


In der Untergruppe Ile sind die Arten vereinig 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 26 


Verwertung verschiedener C- Quellen die gerl 
Zu dieser Untergruppe gehéren 22 Stamme 


wahnten Arten. 
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Tabelle 9. Die C-Quellen-Spektren von Streptomyces-Arten der 


Zeichenerklarung 


a ————— 


Streptomyces-Art 


Stamm Nr. 


| 
) 
| 


Herkunft bzw. Literaturangabe 


LE EEEEEEEEEeneent 


Gruppe III 
Untergruppe d 
TOSCOCITEUST. . 6 - sate 


roseochromogenus! . . 
roseochromogenus? . 
roseochromogenust. .. . 
roseochromogenust. .. . 
roseochromogenust. . . 
roseochromogenust. . . . 
roseochromogenust. .. . 


Gruppe III 
Untergruppee 
armillatus 


cinnamoneus ..... - 
lavendulae® 
lavendulae 
lavendulae 


Sis Sa) fa eee ee 


lavendulae 
lavendulae 
lavendulae 
lavendulae 
lavendulae 


Gruppe IV 
eurythermus 
eurythermus 
eurythermus 


Se tar Weer aS) Re 
ars a eee Oe 


filipinensis 33... 


NRRL B-1285 


A ATCC 
NRRL B-547 
NRRL A-697 


NRRL B-1259 
NRRL B-1293 
NRRL B-1322 
NRRL B-1452 
ETH 4288 


ETH 6677 
ETH 6905 
ETH 7489 


NRRL B-1230 | 


Karo, 1953 


Kurosawa, 1951; Kato, 1953 
Kurosawa, 1951; Kato, 1953 
Kurosawa, 1951 

Kurosawa, 1951; Kato, 1953 
Kurosawa, 1951; Kato, 1953 
Kurosawa, 1951; Kato, 1953 


Kurosawa, 1951 


Mancy-CourtTILLeT und 
PINNERT-SINDICO, 1954 
Dvonc8 et al., 1954 


PRIDHAM u. GOTTLIEB, 1948 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
BENEDICT et al., 1955 
WAKSMANN 


CorBaz et al., 1955¢ 
CorBaz et al., 1955¢ 
CorBaz et al., 1955¢ 


AMMANN et al., 1955 


1 Kurosawa (1951) gibt keine nihere Bezeichnung zu Inosit. 
2 PRIDHAM u. GOTTLIEB (1948) priiften pL-Inosit und nicht Mesoinosit. 
3 In der Publikation von AMMANN et al. (1955) fehlen alle naheren Bezeichnunger: 


der C- Quellen. 


Gruppe einzuordnen. 


Gruppe IV (Tab. 9) 

Gruppe IV ist mit nur 5 Stiimmen die kleinste der 4 Gruppen. Strepto- 
myces eurythermus Corbaz et al.ist durch 3 Stéamme vertreten, bei Strepto: 
myces filipinensis Ammann et al. ist das C-Quellen-Spektrum der Dia: 
gnose beigefiigt. AuBerdem ist ein noch nicht bestimmter Stamm in diese 
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Gruppe III, Untergruppen d und e, und der Gruppe IV 


siehe Tab. 6 
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Die Kombination t-Rhamnose negativ und Raffinose positiv ist selten, 

_ da 90°% der Raffinose verwertenden Stamme auch in der Lage sind, 
_ z-Rhamnose abzubauen. Im Schliissel von PRrpHAM u. GOTTLIEB (1948) 
ist diese Méglichkeit noch gar nicht enthalten. Kurosawa (1951) fand 
nur einen Stamm (Nr. 169) mit diesem fiir Streptomyceten ungewohn- 
lichen Spektrum. Dieser Stamm (Nr. 169, als Streptomyces coelicolor 
bezeichnet) unterscheidet sich von den in Gruppe IV eingereihten 
Stémmen in bezug auf L-Xylose und p-Mannit. Wir haben daher auf die 


Einordnung dieses Stammes vorlaufig verzichtet. 
23* 
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D. Diskussion 

Einige Arten, z.B. Streptomyces chrysomallus Lindenbein, Str. purpuras- 
cens Lindenbein, Str. viridochromogenes (Krainsky) Waksman et Henrici 
usw. besitzen einheitliche C-Quellen-Spektren, soweit es sich um die 
wichtigsten C-Quellen handelt. Fiir die Anerkennung der Einheitlichkeit 
einer bestimmten Art sollte Einheitlichkeit der C-Quellen-Spektren 
(mindestens fiir die wichtigsten C-Quellen: L-Xylose, L-Arabinose, 
Lt-Rhamnose, D-Fructose, Raffinose und p-Mannit) fiir Stamme innerhalb 
dieser Art gefordert werden. Bei Arten mit uneinheitlichen C-Quellen- 
Spektren, z.B. Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) 
Waksman et Henrici, Str. fradiae (Waksman et Curtis) Waksman et 
Henrici und Str. griseus (Krainsky) Waksman et Henrici muB die Ein- 
heitlichkeit neu tiberpriift werden. 

Die Uneinheitlichkeit der C- Quellen-Spektren innerhalb gewisser Arten 
kann auf 2 Gruppen von Ursachen zuriickgefiihrt werden: 1. Allgemeine 
Schwierigkeiten in der Systematik der Streptomyceten (unzulangliche 
Bestimmungsschliissel, keine einheitliche Terminologie, MiBachtung der 
Nomenklaturregeln, Unterschiede in den Ziichtungs- und Identifizie- 
rungsmethoden usw.). 2. Spezifische, mit der Bestimmung der C- Quellen- 
Spektren zusammenhangende Griinde (EHinfluB der Vorkultur auf das 
C- Quellen-Spektrum, Einflu8 induzierbarer Fermente, Veraénderung des 
C- Quellen-Spektrums durch Mutationen). 

Der Wert der C- Quellen-Spektren als Hilfsmittel der Streptomyceten- 
Systematik kann wie folgt umschrieben werden: 

Die C-Quellen-Spektren erlauben eine Gruppierung, die der Grup- 
pierung der Staémme in Arten nicht widerspricht. 

Die Beurteilung der Einheitlichkeit einer bestimmten Art wird durch 
die Bestimmung der C- Quellen-Spektren stark erleichtert. 

Die C-Quellen-Spektren erleichtern die Bestimmung der Arten inner- 
halb der Gattung Streptomyces, kénnen aber die ,,klassischen‘‘ Merkmale 
(Sporenbildung, Luftmycel, Pigment) nicht ersetzen. 

Die Kombination der ,,klassischen‘‘ Merkmale mit den C-Quellen- 
Spektren und anderen neu heranzuziehenden Merkmalen (elektronen- 
optische Bilder der Sporen, Stickstoffquellen, serologische Eigenschaften 
u. a.) sollte einen exakten Bestimmungsschliissel ergeben. 


Zusammenfassung 


Unter den 18 von PripHAM u. GorTiieB (1948) vorgeschlagenen O- 
Quellen sind t-Rhamnose, Raffinose, L-Xylose, p-Fructose, 
Lu-Arabinose und p-Mannit fiir die Charakterisierung von 
Streptomyces-Arten am besten geeignet. 

Mit Hilfe der Ergebnisse von L-Rhamnose und Raffinose lassen 
sich die untersuchten Stémme in 4 Gruppen (I—IV) aufteilen. Die 
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Gruppe ITT (t-Rhamnose und Raffinose negativ) kann an Hand der Er- 
gebnisse von L-Xylose, p-Fructose und t-Arabinose in 5 Untergruppen 
(I1la—II le) aufgeteilt werden. 

Die Besprechung der einzelnen Gruppen zeigt, da8 in 
keinem Fall die C-Quellen-Spektren allein zur Artbestim- 
mung ausreichen. 
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Biochemical Aspects on the Germination of 
Conidiospores of Aspergillus niger 


By 
TOMOMICHI YANAGITA * 


With 7 Figures in the Text 


(Lingegangen am 26. November 1956) 


In the current trend in the study of microbial growth physiology, 
synchronous growth of cells has attracted considerable attention (ADAMS, 
1954). This method of investigation can afford much informations on the 
growth mechanism of an individual cell during its life cycle. Recently the 
synchronous growth of bacteria, yeasts, algae, and protozoa has been 
extensively investigated by many workers. In the present experiments a 
fungus was chosen as a test organism. The growth physiology of fungus 
may be investigated in three main steps: spore germination, mycelial 
growth and sporulation. Of these steps the process of spore germination 
may be the most desirable, since the process develops quite synchronously 
among a large number of spores starting from dormant states resulting in 
almost simultaneous sprouting of germ tubes. 

Only a few studies on the germination of fungus spores have dealt with 
physiological changes throughout the course of germination (FosTER, 
1949: Gorrires, 1950). The following investigation was intended to 
obtain a composite picture of certain biochemical events associated with 
fungus spore germination. 


I. Materials and Methods 


1. Criteria of germination 
In these experiments the term ‘germination’ represents two phases of 
phenomena—swelling and sprouting—as will be discussed later in detail. 


Each experiment was stopped at the time when almost 100 per cent of the spores 
sprouted germ tubes. 


2. Selection of organism 


Aspergillus niger strain 1617 was selected from 29 species (or strains) of fungi. 
This organism satisfied nearly all of the specifications for the selection of fungi: 


* Rosalie B. Hite Post-doctoral Fellow of the University of Texas. On leave from 
the Institute of Food Microbiology, Chiba University, Narashino, Chiba-ken, Japan 
(present address). 
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(1) abundant spore formation, (2) ease in spore dispersion, (3) high percentage of 
spore germination, (4) highly synchronous spore germination, and (5) large size 
of spores. 


3. Collection of spores 


The medium for cultivation of the fungus was carefully selected for abundant 
spore formation. It contained 20g. peptone (Difco), 1g. yeast extract (Difco), 
20 g. glucose, and 100 ml. M/10 KH,PO, in 1 liter medium. 

If spores become wet physiological changes may occur prior to germination 
(Hawker, 1950), hence a method for obtaining large quantities of dry spores was 

developed. Two sheets of thick filter 
D=<— Air paper were rolled and fixed on the inside 
surface of a Pyrex-glass cylinder (dia- 
pe meter: 18 cm. and height: 35 cm.), on the 
bottom of which was placed a round filter 
paper disk (Fig. 1). The rolled papers had 
a round small window for the observation 
of spore formation, and were supported 
by crossing two pieces of wooden sticks. 
The filter papers were saturated with 
250 ml. of medium. The top of the cylinder 
was covered with cotton spread between 
two sheets of gauze; through the center of 
this cover a glass tubing was fixed verti- 
cally. The entire apparatus was autoclaved 
at 120° C for 15 min. Ten ml. of spores 
homogeneously suspended in 20 ml. of 
0.01 per cent Tween 80 solution containing 
20 mg. of streptomycin (added for the 
prevention of bacterial contamination) 
was sprayed on the entire inside surface of 
the filter papers in the cylinder. Then the 
Fig. 1. glass tubing was connected to a flask con- 
Filter paper apparatus for the cultivation of taining water (30° C), from which humid 
Aspergillus niger, Explanation see text air was passed continuously through the 
cylinder at a slow rate. When an abundant 
formation of spores was observed through the window after 4 to 5 days at 30° C, the 
water bottle was replaced by a CaCl,-tower, through which dry air was led into the 
cylinder for 4 days. By this time the paper culture was dry. The filter papers 
bearing black spores were removed from the cylinder and the spores collected on 
paper with gentle tapping of the filter papers. Thus, only the ripe spores were collected. 
The preparation may be screened to eliminate conidiophores and pieces of mycelium. 
The yield of spores from one cylinder was about 0.6 g. Water content of this spore 
sample was 9.7 per cent in weight. 


Cotton Cover 


PYTEX Aeration lube 


Cylinder 


Wooden - 
Stick 


Filter Paper 


4. Cultivation of spores in germination medium 


The size of inoculum was one of the factors which affected the percentage of 
spores which germinated. One mg. of spores (about 7-10? spores) was inocu- 
lated into 10 ml. germination medium throughout the experiments. This concen- 
tration was found to be the maximum size of inoculum which did not affect the 
germination percentage. Prior to the inoculation, spores were suspended twice in 
0.1 per cent Tween 80 solution using a vibrator mentioned later, and washed twice 
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with distilled water. A brown pigment dissolved in the Tween 80 solution, but it was 
found that the pigment had no effect on the germination. 

Cultivation of spores was performed at 30° C in Erlenmeyer flasks with continuous 
rotary shaking, or in alarge-mouth-bottle attache d with stirrer and aeration tubing. 


5. Determination of the number, size and dry weight of spores 


Numbers of spores were determined directly under the microscope using a blood 
cell counting chamber. The dimension of spores was measured microscopically by 
the use of a micrometer eye-piece. In 
these measurement at least 200 spores 
were counted for each measurement. 
In some experiments total packed 
volume of spores suspended in Tween 
80 solution was determined using a 
hematocrit centrifuge tube. 


6. Analysis of the components 
of medium and spores 


The spores were disintegrated by 
means of vibration with glass beads 
having an average diameter of 0.3 mm. 
The beads were first immersed in a 
bichromate-sulfuricacid solution, rins- 
ed thoroughly with water and alcohol. 
and dried. Equal weights of glass 
beads and spore suspension were placed 
in a glass tube, which then was fastened 
in an aluminum cup fixed to a vibrator 
(Fig. 2). It vibrated with circular 
motion of 50—60 cycles per second. 
Disintegration of the spores completed 
within 10 min. The supernatant was 
decanted and the glass beads washed 
many times with small amounts of . ore : a ; 
fasiilled water until a colorless -clear Fig. 2. Vibration device for the disintegration of 

spores with fine glass beads. Type of the vibrator: 
washing was obtained. The supernatant B-87, 40 Watts, made by A. C. Gilbert Co., 
and the washings were combined for New Haven, Conn. 
the following chemical analyses. 


ra 


Nitrogen. Total and protein nitrogen were performed on 5 and 25 ml. aliquots 
respectively. Total organic nitrogen of washed spores was determined by the 
KyELDAHL method (Umpretr et al., 1949, p. 191). Protein nitrogen (hot-TCA-insoluble 
fraction) of the spore extract was analyzed on the trichloroacetic acid insoluble 
fraction (5 per cent TCA final concentration heated at 100°C for 20 min.). Non- 
protein nitrogen was calculated. 


Amino acids. This was performed on an alcohol suspension of spores. Following 
glass bead disintegration, the supernatant and the alcoholic washings were combined 
and evaporated in vacuo. After the removal of lipids by ether extraction, the residue 
was reextracted with ethyl alcohol on a steam bath. Qualitative determination of 
amino acids in the alcohol extract was conducted by one or two dimensional paper 
chromatography using Whatman No. 1 filter paper. Solvent used were buffered 
phenol (Berry and Carn, 1949) for one dimensional paper chromatography, and 
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buffered phenol and butanol-acetic acid (SLorra and PrrosicH, 1951) for two 
dimensional. The spots were developed by spraying ninhydrin-butanol solution. 
Quantitative assays of amino acids were patterned after the method of Moorz and 
STEIN (1948). 

Nucleic acid. Ribonucleic acid (RNA) was extracted by a slight modification of 
the method of ScumrmptT and THANNHAUSER (1945). Washed spores were killed with 
cold 5 per cent trichloroacetic acid, and lipids in the spores removed by successive 
extractions with 70 per cent ethyl alcohol and alcohol-ether mixture. The resultant 
spores were suspended in 1 NKOH and disintegrated with glass beads. The 
mixture was kept over night at 37° C, then neutralized with 1 N HCIO4. The sus- 
pension was made to 10 per cent trichloroacetic acid. Prior disintegration was found 
essential for complete extraction of the RNA. The orcinol reaction was used for the 
colorimetry of the extracted RNA. Yeast ribonucleic acid (Merck) was used as a 
standard. 

Desoxyribonucleic acid (DNA) was measured by the method of WEBB and 
Levy (1955). In this case disintegration of spores proved to be unnecessary. Sodium 
desoxyribonucleate (Nutritional Biochemical Co.) was used as a standard. 


Phosphate. Orthophosphate uptake from the medium was followed during the 
course of germination, using the Fiskr and SuBBARow (1925) method. The minimum 
concentration of phosphate which was without influence upon germination was 
found to be m/500, and this level in the germination medium was employed in 
phosphate uptake experiments. 


Glucose. A preliminary experiment showed that the presence of about 1 mg. 
glucose per ml. had no influence on germination, and was employed in the 
germination medium in glucose uptake experiments. Glucose was analyzed by the 
method of Form and Matmros (1929). 


II. Results 
1. Effect of environmental factors on germination 


Germination medium. Earlier workers (ref. HawKER, 1950) reported 
that some species of fungus spores were able to germinate in distilled 
water. However, the various species tested in this study, including 
Aspergillus niger strain 1617, neither swelled nor germinated in distilled 


Table 1. Effect of media on spore germination 
Observed after 9 hour incubation 


Percentage of spores* 
Medium ; 
| unswollen swollen germinated 
Distilled water. ..... 100 0) 0 
CzaPEK medium ..... 72 12 6 
Peptone-yeast extract- 
glucose medium .... . 3 7 90 


* Unswollen represents spores of diameter less than 4.8 4. Swollen represents 
unsprouted spores of diameter more than 4.8 4. Germinated represents spores with 
germ tubes. 
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water. EvEN CzaPEK’s synthetic medium was not complete for germina- 
tion. However, a peptone-yeast extract-glucose medium induced full 
germination of the spores (Table 1). 

Next, attempts were made to develop a chemically defined medium 
for germination. Effects of carbon- and nitrogen-sources, vitamin and 
inorganic salts on the germination of spores were studied. A solution 
containing 0.3% KH,PO,, 0.15% MgSO, and 2% glucose was used as a 


700 
% 


60 


Swelled spores 


7 i) 700 |g /m 
Concentration 


Fig.3. Efficiency-concentration relationships of various amino acids in supporting swelling of 
spores. Swelled spores represent those whose diameter was more than 4.8 after 8 hours incubation 


basal medium, to which were added 0.02% of various single amino acids 
or 10ug./ml. of single vitamins. The basal medium supported germination 
to the extent of only a few per cent in repeated experiments. Of the many 
substances tested, L-proline and t-alanine were found to be the most 
effective and serine, tryptophan, glutamic acid, aspartic acid, leucine, 
arginine, niacin amide, biotin and pyridoxine were less effective. The 
other amino acids, such as isoleucine, valine, methionine, cystine, cysteine, 
phenylalanine, glycine, tyrosine, histidine, citrulline, lysine, threonine, 
ornithine, f-alanine, hydroxyproline, «-aminobutyric acid and 2,6- 
diaminopimelic acid, and vitamins, such as riboflavin, riboflavin phos- 
phate, pantothenate, thiamin, p-aminobenzoic acid and vitamin By, 
were found to be only slightly or not effective. Pyruvate in the presence 
of glutamic acid was less effective than glucose. 

The minimal medium supporting full germination consisted of glucose, 
L-proline (or L-alanine) and phosphate. Fig.3 shows the efficiency-concent- 
ration relationships of L-proline and alanines in the presence of 2% 
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glucose and m./75 phosphate (px 6.0). It will be noted that D-alanine was 
effective, although about one-tenth as effective as the L-form. As a result 
of these experiments the following synthetic medium was chosen for 
subsequent germination experiments: L-alanine (or L-proline’) 20 mg.; 
glucose 2g.;m./15 phosphate buffer (px 6.0) 20 m1. ; distilled water to 100ml. 

This medium, which sufficed for almost 100 per cent germination of 
spores, did not support growth of mycelia of the fungus. When the 
spores were shaken in the synthetic medium for 3 days, only the slight 
elongation of mycelial tubes was observed. Peptone-yeast extract- 
glucose medium controls supported abundant mycelial development in 
the same period. 

Effect of pa on germination. As shown in Table 2 germination was 
optimal at py 6.2. Pq values above 7.5 markedly retarded the germina- 
tion, even though almost all of the spores swelled up after 9 hours. 
Phosphate buffer at py 6.0 was used throughout this investigation. 


Table 2. Effect of px on germination 
Observed after 8 hour incubation 


Percentage of spores* 


pH 
unswollen swollen germinated 
5.5 3 27 70 
6.2 3 14 83 
6.6 3 37 60 
Ciel s] 62 35 
7.4 4 90 6 
8.0 8 91 1 


* Followed by the notations shown in Table 1. 


Effect of temperature on germination. This was tested by observing the 
course of swelling and sprouting of the spores. Histograms (Fig.4-A) show 
the change in spore size distribution in the culture during the course of 
germination. In the initial phase of swelling, up to 1.5 hours, a slight but 
definite change in size took place. This was always observed regardless 
of environmental conditions. This ‘endogenous swelling’ might be caused 
by simple diffusion of water into the spores. It seemed to be unaffected by 
temperatures so far tested. The next stage in the swelling, which was 
found to be greatly affected by environmental factors, was slightly 
accelerated at 33° C as compared to 30° C. This stage of swelling may be 
called ‘exogenous swelling’. It may be noted, however, that sprouting of 
germ tubes was suppressed at this temperature. This experiment suggests 
that the optimum temperature for swelling of spores is higher than that 
for the sprouting or for the mycelial growth of the fungus. 


1 y-Alanine was used unless otherwise noted. 
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Ejfect of CO, concentration on germination. Carbon dioxide affects also 
the exogenous swelling of the spores without affecting the endogenous 
swelling (Fig. 4-B). The CO, treatment consisted of 0.005% NaHCO, 
cultured in air, the other was aerated with CO,-free air. It was quite 
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Fig. 4. Shifts in size distribution of spores germinating under different experimental conditions. 

‘A Cultured in L-proline medium at different temperatures (30° and 33°C). B Cultured in L-proline 

medium containing NaHCO3 (represented by ‘CO,’) and in L-proline medium aerated with CO,-free 

air (represented by ‘CO,-free’). Unit diameter 1, 2 and 3 represent the diameter of spores less than 

8.2 u, between 3.2 and 4.8 w, and more than 4.8 y, respectively. Black bars represent percentages of 
spores that sprouted germ tubes 


evident (as already shown by Rieret and Borrsts, 1927) that in the 
absence of CO, the exogenous swelling was completely inhibited as well 
as the sprouting of the spores. 

The influence of CO, on germination was further investigated. THuN- 
BERG tubes were filled with air containing different concentrations of CO, 
and the percentage of swelled spores in each tube was determined after 
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6 hours incubation. The results thus obtained are shown in Fig. 5 (open 
circles). In this experiment a germination of 40 per cent was observed in 
CO,-free air. This seemed to be inconsistent with the previous observation 
in which no swelling of the spores was observed under CO,-free condition. 
However, in the previous experiment the CO, evolved by the spores was 
carried away from the system continually by the CO,-free air introduced, 
whereas in the present experiment respiratory CO, would accumulate. 


700 
% 


80 


g 


Swelled spores 
Sy 


£0 


Oo 


Fig. 5. Carbon dioxide dependency of germination of spores. 
Swelled spores represent those whose diameter was more than 
4.8 w after 6 hours incubation. For explanations on open and 
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closed circles see text 


When the gas phase in the 
THUNBERG tubes were 
replaced every hour by air 
containing the respective 
concentrations of CO,, the 
results were somewhat 
different as shown by the 
closed circles in the figure. 
This difference was essen- 
tially a reduction of ger- 
mination in the CO,-free 
treatment. Optimal con- 
centration of CO, for ger- 
mination was found to 
be 0.1 per cent (v/v). For 
convenience normal air, 
containing about 0.03 per 
cent (v/v) CO, was used 
in later experiments. 


2. Metabolic changes associated with germination 


Dry weight and volume of spores. The dry weight and packed volume of 
the spores increased almost exponentially with time as shown in Fig. 6-A, 
Each histogram in the figure shows the size distribution of spores in 
diameter at the indicated time. Sprouting of the spores followed the exo- 
genous swelling. It started after 5 hours and was completed after 9 hours. 
When sproutings started, the dry weight and the packed volume began 
to increase conspicuously. In the measurements of packed volume the 
values obtained later than 5 hours were not representative of packing 
of true spheres. After the sprouting interstitial spaces between tubes 
would lead to erroneously high values for packed volumes during the 
sprouting phase. 
Nitrogen and protein metabolism. Fig. 6-B shows the change in nitrogen 
contents in the spore during the course of germination. The total N as 
indicated by a solid line increased almost exponentially. A constant high 
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Fig.6. Changes in weight, volume, nitrogen content, nucleic acid content, and phosphorus uptake 
per germinating spore. Notations shown in the histograms (top figures) follow those explained in Fig. 4 
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content (7.3°%) was maintained during the initial half period of swelling 
phase. A gradual decline followed, resulting in a steady low value 
(4.2%) as sprouting became complete. Thus the spores contained a 
higher nitrogen content than the mycelia. This result is similar to- 
those of previous investigators (BEHR, 1930; HiLpERrt et al., 1937; SuMI, 
1928). 

Protein N showed a rather abrupt rise starting at around 6 hours 
(Fig. 6-B); prior to that time no increase was observed. By subtracting 
the value for the protein N fraction from the total N, the amount of non- 
protein N is thus obtained. It is apparent from Fig. 6-B that non-protein 
N attained its maximum just prior to the commencement of protein” 
synthesis. This fact implies that protein precursors, i. e., amino acids and 
polypeptides, accumulated as a pool at about 6 hours, when the spores 
were getting into the sprouting phase. 

Paper chromatograms of spore extracts taken out from the 6 hour 
culture showed that they contained variety of free amino acids, while 
those spores sampled in the early and late phases of germination contained 
only traces of some of the amino acids (e. g., glutamic acid and alanine). 
Of the free amino acids detected at 6 hour incubation, glutamic acid and 
alanine accounted for the major part, and aspartic acid, serine, glycine, 
threonine, histidine, citruline and tryptophan were present in lesser 
amounts. Since L-alanine medium was used in this experiment, the 
alanine found in the free amino acid pool may represent, in part at least, 
that directly assimilated. Quantitative analyses of the free glutamic acid 

and alanine at 3 hour intervals 


Table 3. Free intraspore glutamic acid and during the germination are shown 
alanine during germination : 
in Table 3. 


i} 


Free amino acids per spore _ A conspicuous rise and fall in 
glutamic acid yg} alanine ug these amino acids occurred before 
| and after the peak at 6 hours. 


Time in hours | 


i . —7 ° —? * . 

; Kip ee ah i : The marked decrease just prior 
‘ | LOS crane & s Pe : A 

6 | 1.09-10-7 | 0.47- 10-7 to protein synthesis suggests that 
9 | 0.21-10-7 | 0.25-10-7 these amino acids are utilized for 


protein synthesis. 

The utilization of L-alanine in the germination medium (initial content, 
100 wg. per ml.) was followed as a function of time. When sprouting was | 
completed at 9 hours, 41 wg. of alanine had been consumed by 8.0 ° 10? | 
spores. In terms of nitrogen consumed per spore this corresponds to } 
8.1: 10-8 ug. The nitrogen balance of germinating spores is tabulated in | 
Table 4. The increase in total nitrogen per spore at 9 hours was 7.7 -10-8ug. . 
in good correspondence with N assimilated from the medium. Free : 
alanine in the spore at various times was much less than the alanine which : 
had disappeared from the medium at the corresponding time. This ; 
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probably means that once assimilated, the alanine is converted into 
other amino acids and other cell substances. 

Spores cultured in the alanine medium for various times were washed 
and reincubated in alanine-free medium. During the successive incuba- 
tion periods in the alanine-free medium the size distribution of the spores 
was not altered from the pattern that had at the time of removal of alanine 
from the environment. It is evident that an external supply of alanine 
was continually required by spores for complete germination. 


Table 4. Nitrogen balance during the course of germination 
Figures are expressed in terms of wg. - 10-8 nitrogen per spore 


f Time of cultivation in hours 
Nitrogen fraction 
0 3 6 9 

ADLOXATH b cores <n ims Miah ta ANS DN 4.8 4.8 6.7 12.5 
HUGOUDITN ee ae oe Bges es 2.4 p49) 2.5 6.7 
MNon=proteit™.s. <6)... S 2.4 2.5 3.2 5.8 
Free glutamic acid... . . pr -OLE 0.015 0.103 0.058 
Free alanine ....... | 0.011 0.014 0.071 0.038 
Alanine consumed — 0.4 2.9 8.1 

J RINGLE OT Lee oe ei Ok, ae 0.28 0.30 0.57 0.77 
"BINGE. 2 ibis Bae eae pref 0.029 0.037 0.071 0.115 


* Percentages of N in RNA and DNA are taken as 15% according to MAGASANIK 
(1955) and CHarcarFr (1955), respectively. 


Nucleic acid and phosphorus metabolism. An increase in spore nucleic 
acid occurred earlier during germination than the increase in any other 
substance so far examined. The amount of RNA and DNA remained 
constant during the first 3 hour period followed by stepwise increases. 
A temporary cessation of the increase in RNA was observed at the end of 
swelling phase. Noteworthy was the fact that the amount of RNA at this 
moment was twice the initial value. Probably the same was also true for 
DNA synthesis. Although the temporary levelling of DNA content at 
6 hours was not so apparent in this experiment, other data showed a rather 
clear levelling when the amount doubled. This fact suggests that a 
definite nuclear event may be occurring by the time of the temporary 
levelling of DNA. Also, it is quite evident that the RNA synthesis pre- 
ceded protein synthesis. The same sequence of events was also observed 
in Escherichia coli (MaRuyAMA, 1956). This finding is in agreement with 
current hypotheses relative to the importance of RNA in the protein 
synthesis (CaspERssoNn, 1950). The ratio RNA/DNA, as shown by a chain 
line in the figure, was found to be very high (ca. 9) during the swelling 
phase and it dropped to the low value (ca. 6) as germ tubes sprouted. 

Inorganic phosphate in the medium was consumed by the spores with 


gradually increasing rate (Fig. 6-C). In Table 5 the increments in nucleic 
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acid P and P consumed from the medium at 3 times during the germina- 
tion were tabulated. From this table it was shown that only a small 
portion of P consumed from the medium was incorporated into nucleic 
acids. The remaining P might have been utilized for the generation of 
energy rich phosphate bonds. 


Table 5. Phosphorus balance during the course of germination 
Figures indicated are expressed in terms of jg. - 10~* phosphorus per spore 


Increment of P* in nucleic acid / P consumed Ratio: Nucleic 
Time l from acid P to 
RNA DNA |RNA+DNA | the medium | P consumed (%) 
3 0.12 0.05 0.17 14 12.0 
6 1.76 0.25 2.01 47 4.3 
9 2.98 0.53 3.51 82 4.3 


* Percentages of P in RNA and DNA are taken as 9% according to MAGASANIK 
(1955) and CHARGAFF (1955), respectively. 


Respiration. When the oxygen uptake was measured in the WARBURG 
manometer with KOH in the center well of the vessel, a definite delay of 
germination was noted. As was already discussed, a CO,-free gas phase 
caused retardation of the normal germination process (see also RIPPEL 
and Borrets, 1927). It was found that the Dickens’ flask! equipped 
with wide center well containing 2 ml. of ‘CO, buffer’ of Kress (1951) was 
quite satisfactory for the measurement of the respiratory activity of the 
spores. The CO, buffer comprised 4 molar diethanolamine solution equi- 
librated with the CO, in air at 30°C. A conventional Warzsure flask 
containing 0.4 ml. of diethanolamine buffer in the center well also was 
usable. Under these experimental conditions the spores germinated 
normally, since the partial pressure of CO, was now adequate and con- 
stant. Fig. 7-A shows the change in rate of O,-uptake by the germinating 
spores under these conditions. In the KOH controls a marked delay in 
O,-uptake was revealed, while in the CO, buffer treatment consumption 
of oxygen was rapid and parallelled sprouting. The rate of O,-uptake 
increased gradually during the phase of swelling. A conspicuous increase 
in the rate occurred concurrent with active protein synthesis. 

Glucose and O,-uptake are shown in Fig. 7-B. The course of change was 
similar in both cases. The molar ratio of oxygen consumed/glucose 
consumed, increased during the swelling phase, then remained constant 
during the sprouting phase. Assuming that the oxygen was used only for 
the oxidation of glucose, incomplete oxidation of glucose occurred during 
the swelling phase and almost complete oxidation (5.5 moles O, per mole 
glucose consumed) during the sprouting phase. Thus an active assimila- 
tion of the carbohydrate would be expected during the swelling phase. 


' Provided by the courtesy of Dr. J. Mymrs of the University of Texas. 
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III. Discussion 
For complete germination, the inorganic synthetic medium conven- 
tionally used for growth of Aspergillus niger is inadequate. The presence 
of an amino acid, glucose and phosphate were found to be indispensable. 
Of the amino acids tested L-alanine or L-proline was the most effective. 
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Fig. 7. Oxygen and glucose uptake per germinating spore 


It is noteworthy that the synthetic medium thus found is only effective 
for complete germination of spores and does not support growth of the 
fungus mycelia. This fact suggests that two kinds of differentiated 
cells—the spore and the vegetative—of the same fungus require different 
nutrients for their development. The spore evidently is more heterotrophic 
than the mycelium. A similar phenomenon has been observed in bacteria. 
It was reported that although adenosine was required for the rapid 
germination of Bacillus anthracis, this compound was not stimulatory for 
vegetative multiplication (WYNNE, 1952). The L-alanine of the fungus 
spore germination is an interesting finding in view of the SS some 
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bacterial spores require L-alanine for their germination (H1uxs, 1950). 
Temperature changes affect differently the courses of swelling and sprout- 
ing of the spores. A similar phenomenon was also found in bacteria, in 
which temperature dependability was different between the process of 
spore germination and vegetative multiplication (MEHL and WyYNNg, 
1951). From these observations one is tempted to conclude that the 
process of germination in fungus and bacterial spores may be similar, 
and that the physiological differences between the spore and vegetative 
form is a general characteristic for the bacterium and fungus. However, 
for the present, and until more data are available, this conclusion is 
conjecture. 


Table 6. Comparison of metabolic activities of germinating spores at 3 successive time 


periods 
Phase of germination 
Unit of rate x Ratio of rat 
Metabolic process per hour Swelling phase sobiona pees 
per spore p Ist : 2nd :3rd 
1st period | 2nd period | 3rd period | 
(O—3 hrs.) | (3—6 hrs.) | (6—9 hrs.) 

_, Dry weight we-10-7| 0 +} 16 45 0 :1:28 
HB Total nitrogen | ug - 10-8 0 0.72 1.04. § 4) oe aie TL ooueess 
S & Protein nitrogen) wg - 10-8 0 0 1.72 — iS 
3 & RNA ug: 10-8 | = 0.05 0.60 0.39 | 0.12: 1 : 0.65 
=5" DNA ug-10-9| 0.14 0.93 0.11 | 0.15: 1 :1.2 
a3 
& g - 
ef g Oxygen... | wl - 10 0.49 1.9 8.8 0.26: 1 :46 
g 8 Glucose. . . | wg- 10-7 1.0 1.9 3.6 0.53: 1 :1.9 
Be Alanine. . . | wg-10-7| 0.12 0.5 LOLs eee 
5 § Phosphorus . | ug + 10-8 0.43 1.0 1.6 0.43: 1 :1.6 

o 
38s 


The metabolic activities of the germinating spores are summarized in 
Table 6, in which the rates of metabolic processes are calculated for every 
3 hour period during the course of germination. During the first and 
second periods the spores swelled up and during the third period they 
sprouted germ tubes (rudimentory mycelia). The ratios of these activities 
at each period are also presented in Table 6. From these values it is quite 
evident that the spores change their metabolic activities profoundly as 
growth proceeds. The spores pass from ‘dormancy’ during the first period. 
Then an enormous increase in metabolic activities occurs in the second 
period, resulting in a shift of metabolic pattern to the more active mycelial 
metabolism in the third period. 

Details of events in the first period of germination await further 
investigation. Earlier workers reported the activation of dormant fungus 
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spores by heat (Gopparp, 1939) and by chemical substances (EMERSON, 
1948). It was found, however, the spore used in the present investigation 
did not respond to heat activation. Some important biochemical processes 
occur in the first period, during which some preparative biochemical 
activities presumably take place. Synthesis of purines and pyrimidines is 
most probable here, since the synthesis of nucleic acids follows immedi- 
ately after the first period. During the second period active synthesis of 
nucleic acids and the accumulation of free amino acids are the most impres- 
sive events. It seems quite probable that the metabolic pattern changes 
conspicuously also during this period. This is explained nicely by rather 
abrupt changes in such ratios as total nitrogen/dry weight, RNA/DNA, 
oxygen consumed/total nitrogen, and oxygen consumed/glucose con- 
sumed. This fact suggests that a shift of metabolic pattern from spores to 
mycelia occurs at this moment of germination. 


Summary 

Biochemical events occurring in synchronously germinating spores of 
Aspergillus niger strain 1617 were investigated. The spores were found to 
require L-proline (or L-alanine), glucose and phosphate for the complete 
germination. The germination process in the above synthetic medium 
could be divided into three phases: endogenous swelling, exogenous 
swelling and sprouting. The first swelling phase was not influenced by the 
severe environmental factors so far tested, while the second phase was 
found to be affected by them, especially the CO, concentration. Rates of 
increase in cellular substances and in consumption of environmental sub- 
stances changed markedly after germ tubes sprouted. The first cellular 
synthesis thus far detected was nucleic acid synthesis in the exogenous 
swelling phase. At the end of this phase accumulation of free amino 
acids, mainly glutamic acid and alanine, was observed. Protein synthesis 
then followed. A conspicuous increase in O,-uptake commenced in parallel 
with the active synthesis of protein, when germ tubes began to sprout. 

During the course of germination a shift of metabolic pattern from that 
of the spore to the mycelium was indicated by the ratios of total nitrogen/ 
dry weight, RNA/DNA, oxygen consumed/glucose consumed, and oxygen 
consumed/total nitrogen taken at various time intervals. 

Acknowledgement. The author wishes to express his gratitude to Dr. J. W. 
Foster for his enthusiastic encouragement and valuable suggestions throughout 
the course of this investigation. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Freie und Hydrolysat-Aminosiuren 
in vegetativen Zellen und Sporen von Bacillus subtilis 


Von 
NORBERT PFENNIG* 


(Eingegangen am 7. Januar 1957) 


Im folgenden werden Ergebnisse mitgeteilt, welche im Zusammenhang 

mit Untersuchungen von ScHONBORN (1955) und Prennic (1956a, b) 

-ausgefiihrt wurden. Hinerseits sollte der Vergleich zwischen vegetativen 

Zellen und Sporen eines aeroben sporenbildenden Bakteriums auf 
Aminostickstoffverbindungen erweitert werden und andererseits ein 
Vergleich der freien Aminosdéuren aus vegetativen Zellen und Sporen 
eines aeroben Bakteriums mit ahnlichen Untersuchungen an einem 
Streptomyces-Stamm gezogen werden. 

Es liegen zahlreiche qualitative und halbquantitative Aminosaéurenanalysen von 
Totalhydrolysaten verschiedener anderer Bakterienarten vor (FREELAND u. GALE, 
1947; Poison, 1948; Work, 1949; Work u. Dewey, 1953; WaxL, 1952; PAULETTA 
u. Dmrrancescut, 1952; Hormann, 1953; Nisnimara, 1953; RippEL-BALDES u. 
Busou, 1954; KeLuNER u. Martin, 1954; ScurRereR u. RutTue, 1955; Rao u. 
WaADHWANI, 1956). 

KANDLER u. ZEHENDER (1956) gaben unter ihren halbquantitativen 
Analysen auch einen Vergleich der Zusammensetzung der vegetativen 
Zellen und Sporen von Bac. mesentericus, jedoch nur hinsichtlich des 
Gesamthydrolysates. Weitere derart vergleichende Arbeiten sind bisher 
nicht bekannt geworden. 


Methodik 


Die verwendeten Stimme von Bacillus subtilis und Bacillus mycoides stammten 
aus der Sammlung des Institutes. Sie wurden zur Gewinnung der vegetativen Zellen 
und der Sporen aus 10 Std alten Pepton-Beefextrakt-Flissigkeits-Impfkulturen 
auf Nahragar (0,3% Difco-Beef-Extrakt, 0,5% Difco-Pepton, 2% Agar) in je 
60 Petrischalen (Durchmesser 9 cm) bei 25° C geziichtet. Die vegetativen Zellen 
wurden nach 12—14 Std, die Sporen nach 11 Tagen (vgl. ScHONBoRN, 1955) mit 
physiol. Kochsalzlésung vom Agar abgeschwemmt und nach insgesamt drei- 
maligem Aufschwemmen und Abzentrifugieren gewonnen. Wie GALE (1945, 1953) 
mit Hilfe der Decarboxylasetechnik zeigen konnte, lassen sich die vom Nahrboden 
her an den Bakterien anhaftenden Aminosauren durch mehrmaliges Waschen weit- 
gehend entfernen. Entweder gab man die frisch erhaltene Masse zur Gewinnung der 
freien Aminosauren sofort in kalten 75% igen Alkohol, kochte 10 min am Riick- 
fluB (vgl. Gatn, 1947) und trocknete den abzentrifugierten Riickstand bei 105° C, 
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oder die Masse wurde sofort getrocknet und spater exsiccatortrocken verarbeitet. 
Es fanden sich z. B. folgende Verhaltnisse: 


Tabelle 1. Ausbeute und Trockensubstanzverhiltnisse 


I en a a ee 
extrahierte 


Anzahl | Gesamt-| Bakterientrocken- | Trockenextrakte 
Bacillus subtilis Alter a mee ae masse 
schalen in mg ee % ee % 
et CE Sa REN eR Aa ee 
vegetative 13 Std 60 910 706 77,6 204 22,4 
_ Zellen 
Sporen 11 Tage 60 558 420 75,2, 138 24,8 


Bei der weiteren Aufarbeitung: Saurehydrolyse, Gesamtstickstoffbestimmung, 
a-Aminostickstoffbestimmung (nach vAN SLYKE u. Mitarb., 1941) und der halb- 
quantitativen papierchromatographischen Aminosaéurenbestimmung wurde ebenso 
vorgegangen wie in einer friiheren Arbeit ausfiihrlich dargestellt worden ist (PFEN- 
nic, 1956b). Den in den Tab. 4 und 5 angegebenen einzelnen Aminosaurenmengen 
liegen auf einheitliche Trockensubstanzmenge umgerechnete und abgerundete 
Mittelwerte zugrunde, die aus den halbquantitativ abgeschitzten und tabellierten 
Werten von mindestens 3 Chromatogrammen errechnet sind. Die sich daraus er- 
gebenden Gesamtaminosiurenmengen stehen in Ubereinstimmung mit den aus 
den «-Amino-N-Bestimmungen nach vAN SLYKE errechenbaren Werten. 


Ergebnisse 


In Tab. 2 sind die Werte der an Trockensubstanz vorgenommenen 
Gesamtstickstoffbestimmungen und der an Totalhydrolysaten durch- 
gefiihrten Gesamt-x-Aminostickstoffanalysen zusammengestellt. Die 


Tabelle 2. Gesamt-N wnd «-Amino-N- Werte 


vegetative Zellen Sporen 
Gesamt-N seein’ ey Gesamt-N eS yess 
in % in % in % in % 
Bac. subtilis — (Py — 8,2 
Bac. subtilis 10,5 7,5 11,1 7.6 
Bac. mycoides 10,6 i fae 10,7 7,9 
Bac. subtilis 8,6 6,75 9,1 7,4 
(nach Extraktion) 


Gegeniiberstellung zeigt bei den Sporen in beiden N-Fraktionen ein 
wenig erhdhte Gehalte; sie sind fiir Gesamt-N etwa in der gleichen GroBe, 
wie die von SCHONBORN (1955) angegebenen Werte. 

Die alkoholischen Extrakte der vegetativen Zellen und Sporen zur Ge- 
winnung der freien Aminosiuren enthielten neben diesen u. a. noch Pep- 
tide und Hiwei®stoffe. Da deren Anteil bei der quantitativen Bestim- 
mung mit erfaft werden sollte, wurden die «-Amino-N-Bestimmungen 
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bei den Extrakten vor und nach der Saurehydrolyse durchgefiihrt. 
Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. 


Tabelle 3. «-Amino-N-Gehalte der alkoholischen Extrakte 
a 
| «-Aminostickstoff in mg/100 mg Gesamttrockensubstanz2 


vegetative Zellen Sporen 


vor Hydrolyse iach Hydrolyse| vor Hydrolyse jnach Hydrolyse 


Bac. subtilis | 0,54 eS open ite | ak 
1 Extrahierte Zellen + Extrakt-Trockengewichte. 


Tabelle 4. Aminosduren der alkoholischen Extrakte aus vegetativen Zellen und Soren 
von Bac. subtilis vor und nach Hydrolyse 
(Menge in y je 100 mg Bakterien- Gesamttrockensubstanz) 


OO eeEeeeeEeeeESSSSFSSSSSSSSFSSSSSSmmsmmmfshsFeFesef 


| vegetative Zellen | Sporen 
he on hydrolysierter ras tee es an hydrolysierter 
| des Extrakts Extrakt | des Extrakts Extrakt 
erence eres er eet SEF e eee y oi item Miss ieee seer tlt Ror fisiactat 
PaO ystinkimet (ses... 6% = =x | eae SEs 
CD ePIAViSITLEe stein) st 2 4 | 30 450 | 40 300 
Se EUStIiGIN:s see = a. os a= 
ae AToMmine a ees ol = bn a | =e 
56. Asparagin . . . . 400 — | 80 | = 
6. Glutamin' 3"); .7: | — = | = at 
7. Asparaginsaure . . 150 PEE agg I 40° | 500 
8. Glutaminséure . . | 3000 | 4700 400 400 
PiocAlanin Milas, li 400 1200 | 40 300 
10. f-Alanin .... | — | ant. | = a 
11. x-Aminobuttersaéure | - — == — 
12. y-Aminobutterséure | — | — | — 
13. Glykokoll ... . 250 1000 | 120 | 900 
AS OETMI et os ct 5 ts 80 | 500 | 40 | 450 
ij. fhreonm . . . 400 | 400 a | 300 
16s Oxcyorolin esse 280: — —— | - — 
Ha PMEEOLIM >) Seaect at S. — | 250 | = | 150 
Hee Valine ede ak 150 | 250 40 600 
19. Methionin. ... | = — — | —- 
OQ) lay OST 3 ater 7 ee) — 250 = 150 
21. Tryptophan ... — | — | oan = 
22. Phenylalanin .. | 80 250 — 150 
Dawisoleucin> a. —- _ —— = 
DAWLIOUCIN ri) Geta. 150 250 40 300 
25. Hexosamin. .. . -— — eS = 
26. «,¢-Diamino- 
pimelinséure . . . —= == = = 
27. Unbekannter 
Peptidfleck 
,,Transleucin“ 750 — 200 a 
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Der Gehalt freier Aminosiduren ist also im vorliegenden Falle in den 
Sporen nur etwa ein Fiinftel desjenigen der vegetativen Zellen. Der 
Anstieg des «-Amino-N-Gehaltes nach Saurehydrolyse ist demgegentiber 
in beiden Fallen etwa derselbe. Wie sich die Mengen der einzelnen 
Aminosiuren auf diese Gesamtwerte verteilen, geht aus Tab. 4 hervor, 
in welcher die halbquantitativen Bestimmungen zum Vergleich zu- 
sammengestellt sind. 

Gegeniiber den vegetativen Zellen waren folgende freien Aminosaéuren 
in den Sporen nicht nachzuweisen: Threonin, Phenylalanin. Nach ab- 
steigender Haufigkeit verglichen ergibt sich weiterhin eine etwas unter- 
schiedliche Reihenfolge: Ubereinstimmend stehen an erster und zweiter 
Stelle Glutaminsadure und ein nicht identifizierter (Peptid-) Fleck; wah- 
rend aber bei den vegetativen Zellen nun Asparagin, Threonin und «-Alanin 
folgen, steht bei den Sporen Glykokoll mengenmafig an dritter Stelle. 

Fir die Peptidnatur des unbekannten Fleckes sprach dessen Ver- 
schwinden nach Saéurehydrolyse der alkoholischen Extrakte. Die Mengen 
folgender Aminosauren waren nach der Hydrolyse durch hinzugekommene 
Peptid- und EiweiSbausteine stark erhoht: Lysin, Asparaginsaure, 
a-Alanin, Glykokoll, Serin, Valin, Phenylalanin und Leucin. In beiden 
Extrakten traten neu auf: Prolin und Tyrosin, beim Sporenextrakt 
dazu noch Threonin und Phenylalanin. 

Tab. 5 gibt die Ergebnisse der halbquantitativen papierchromato- 
graphischen Aminosdéurenbestimmungen der Totalhydrolysate vege- 
tativer Zellen und Sporen wieder. Wihrend die Zahlen fiir Bac. mycoides 
nach Chromatogrammen je eines Hydrolysates nach je einer Ernte ge- 
bildet sind, liegen denen von Bac. subtilis die Mittelwerte von je drei 
Ernten und Hydrolysaten zugrunde. 

In den Hydrolysaten der vegetativen Zellen fanden sich gegeniiber 
denjenigen der Sporen folgende Aminosiuren in etwas gréBeren Mengen: 
Lysin, Arginin, Glutaminsiure, 6-Alanin, Methionin, Asparaginsaure, 
Hexosamine. Demgegeniiber wurden in den Sporenhydrolysaten in 
groBerer Menge aufgefunden: Cystin, Glykokoll, Threonin, Tyrosin, 
Tryptophan, «-Alanin, Valin und Leucin. «- und y-Aminobuttersdure 
waren in den Hydrolysaten unter den angewandten Bedingungen nicht 
nachzuweisen, ebenso nicht Oxyprolin bei Sporen. Auf Grund der Arbeit 
von Work u. Dewey (1953) ist es wahrscheinlich, daB es sich bei einem 
starken, ninhydrinpositiven Fleck auf den Chromatogrammen der 
Hydrolysate von vegetativen Zellen und Sporen um «, e-Diamino- 
pimelinséure handelte.. 

Diskussion 

FaB8t man die durch sofortige alkoholische Extraktion lebenden, 
gewaschenen Zellmaterials erhaltlichen freien Aminosduren (nicht aber 
wie z.B,. Pruuat u. SRINIVASAN (1956) die aus Trockensubstanz 
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extrahierbaren, durch Autolyseprodukte beim TrocknungsprozeB in Zahl 
und Menge stark vermehrten Aminoséuren) als Vorstufen, Umbau- 
zwischenstufen. und Abbaustufen des Proteinstoffwechsels auf (vgl. 


Tabelle 5. Aminoséuren aus Totalhydrolysaten der vegetativen Zellen und Sporen von 
Bac. subtilis und Bac. mycoides 
(Mengen in y je mg Gesamttrockensubstanz) 


Se EE a ee ee 


Bacillus subtilis Bacillus mycoides 
| rogue | sporen | vate | porn 
a ee eee pene cee 
deCiviatinicens aris: hosesaild-2 20 repay fer ene 
Jol Uxgshis heen Creme 50 40 50 40 
eS CIGIMN shy ce ok) 25 30 25 30 
SOATOIMIN «= 40 30 40 | 30 
5. Hexosamine . . . 55 30 55 | 60 
6. «, e-Diamino- | 
pimelinséure . . . 25 30 25 | 30 
7. Asparaginsaure . . 40 | 30 40 30 
8. Glutaminsaiure . . %5 50 70 45 
Cr beaie -— Gee 50 60 50 60 
LOMp-AIgnIne we | 10 + 10 — 
11. «-Aminobuttersaur _- — -- — 
12. y-Aminobuttersaure — = a = 
Hom Grly KOKO: es ne cer 40 50 40 50 
ae Sern Sse! et Ee, 30 40 30 30 
LOveLhreonineis. : 44,4 30 50 2b 35 
16. Oxyprolin + — = ra 
ia erolin eee st: 25 30 25 30 
‘fobs TAG WI esis Ayan aaa 40 50 40 50 
19. Methionin . : 15 _ 35 15 
OMY POSIM. cee. 35 60 35 50 
21. Tryptophan .. . 30 50 30 50 
22. Phenylalanin . . 40 50 40 40 
Por SOlOUC Min ede.s) = (4s 25 30 25 30 
24.Leucin ..... 50 60 40 50 
730 790 730 rs 


PFENNIG, 1956a u. b), so 14Bt sich auch, tibereinstimmend mit den Be- 
funden, in den vegetativen Zellen eine erheblich gréBere Menge davon 
erwarten als in den _ stoffwechselphysiologisch praktisch inaktiven 
Sporen. Dies gilt besonders fiir die im Stoffwechsel als Grundamino- 
séuren anzusehenden: Glutaminsadure, Asparaginsdure (Asparagin) und 
a-Alanin. Die bei den 13 Std alten vegetativen Zellen gefundenen Ver- 
haltnisse zeigen auffallige Ahnlichkeit mit der Zusammensetzung dieser 
Fraktion bei einem drei Tage alten Streptomyces-Stamm aus Schiittel- 
kultur. Wenn man annehmen darf, daB in der Bakterienkultur die 
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Eigentiimlichkeit dieser Fraktion bei zunehmendem Alter der Zellen die 
gleiche Tendenz zeigen wiirde wie in der Streptomyces-Kultur, so hat 
man es bei diesen freien Aminoséuren noch nicht mit sekundaren 
Autolyseprodukten zu tun. Dafiir spricht auch das Fehlen folgender 
Aminosauren: f-Alanin, y-Aminobuttersaure, Oxyprolin, Prolin, Me- 
thionin, Tyrosin und Tryptophan. 

Proom u. Worwop (1949) beschrieben das Auftreten zweier Peptid- 
flecken mit Rr-Werten groBer als Leucin (Lésungsmittel: Butanol/Eis- 
essig/Wasser) auf Chromatogrammen der Kulturfiltrate von Proteus 
vulgaris. In der vorliegenden Arbeit wurden chromatographisch sich 
ahnlich verhaltende Peptide (Kriterium: Verschwinden nach Saure- 
hydrolyse) in den alkoholischen Extrakten von Bacillus subtilis fest- 
gestellt. 

Drei andersartige, schwache, ninhydrinpositive Flecke mit Ry-Werten 
groBer als Leucin (im gleichen Lésungsmittelsystem) fanden sich auf 
den Chromatogrammen der Hydrolysate von vegetativen Zellen und 
Sporen. Ebensolche Komponenten beschrieb MertTzNER (1955) bei 
Hydrolysaten von Blattproteinen und gab ihnen den vorlaufigen Namen 
,, Transleucine*. 

Da die Hydrolysen mit 6 n HCl in Anwesenheit von Amylalkohol 
(SIFFERD, 1949) zur Erhaltung besonders von Tryptophan ausgefiihrt 
wurden, war dabei zunachst die Bildung sekundarer Hydrolysenkunst- 
produkte zu vermuten. Sie konnten jedoch weder durch kurze Nach- 
hydrolyse in reiner 6 n HCl zersto6rt werden, noch traten sie tiberhaupt 
auf, wenn ein Gemisch der 15 haufigsten Aminosauren in gleicher Weise 
der Hydrolysenmethode unterworfen wurde. Auch in den gleichfalls in 
Gegenwart von Amylalkohol ausgefiihrten Hydrolysen von Streptomyces- 
Mycelien (PrenNiIG, 1956b) konnten keine derartigen ,,Transleucine“‘ 
gefunden werden. 

Die in Tab. 1 angegebenen Mengen geernteter Trockensubstanz von 
je 60 Petrischalen vegetativer Zellen und Sporen zeigen iiberein- 
stimmend zu Befunden von TrnELLI (1952), daB beim Ubergang der 
vegetativen Bakterien in das Sporenstadium eine groBe Trocken- 
substanzverringerung und damit verbunden eine Gesamt-N-Vermin- 
derung eintritt. Wie TrNELLI feststellte, werden alle nicht in die Sporen- 
bildung eingehenden Substanzen der vegetativen Zellen im umgebenden 
Medium so gut wie vollsténdig (autolytisch) abgebaut. 

Durch den Vergleich der Hydrolysataminosiuren von vegetativen 
Zellen und Sporen der beiden aeroben Bakterienarten liBt sich fest- 
stellen, dafS sich die quantitative Aminosaéurenzusammensetzung der 
Zellproteine bei der Sporenbildung stark veriindert haben mu8. War 
man bei stoffwechselaktiven vegetativen Zellen zu der Vorstellung ge- 
kommen, da das Zellprotein weitgehend aus Enzymprotein besteht 
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(VIRTANEN u. DE Ley, 1948; Luae, 1949), so zeigen die Untersuchun- 
gen von HARDwIcK u. Foster (1952, 1953), daB bei der Bildung der 
Spore in der Zelle ein starker Proteinumbau stattfindet, da man 
bei Sporen nur vereinzelte enzymatische Aktivitaten nachweisen kann 
(vgl. dazu SPENCER u. PoweEtn, 1952; Srewarr u. Hatvorson, 1953; 
LAWRENCE u. Hatvorson, 1954b), andererseits aber der EiweiBgehalt 
nicht vermindert, sondern sogar etwas erhéht ist. In Ubereinstim- 
mung damit stehen auch die Befunde von ScHénBorN (1955), der 
bei vegetativen Zellen und Sporen von Bac. mycoides einen gleich- 
groBen Lipoidgehalt und nahezu identische Energiegehalte (in cal/g) 
fand, was darauf hinweist, daB in den Sporen keine energiereichen 
Reservestoffe gespeichert werden. Die spezifischen Eigenschaften der 
Sporen sind also an eine besondere Struktur ihrer Proteine und 
Proteide gebunden. 

Einen unmittelbaren Vergleich der in fiinf Stufen abgeschiatzten 
Fleckenintensitaten der Chromatogramme von Totalhydrolysaten vege- 
tativer Zellen und von Sporen, allerdings fiir Bac. mesentericus, gaben 
noch KANDLER u. ZEHENDER (1956). Ubereinstimmend mit den hier 
gegebenen Daten fanden diese Autoren die Mengen folgender Amino- 
sauren in den Sporen vermindert: Glutaminsaure (dies auch bei Law- 
RENCE u. Hatvorson, 1954a), Asparaginsdéure, Methionin. Weiterhin 
ubereinstimmend ist der erhdhte Gehalt der Sporenmasse an Threonin. 
Bei den schwefelhaltigen Aminoséuren ist das umgekehrte Haufigkeits- 
verhaltnis von Cystin (mehr in Sporen) und Methionin (mehr in vege- 
tativen Zellen) in den eigenen Analysen fiir beide untersuchten Bak- 
terienarten auffallig. Das stets gefundene Hexosamin wurde von SALToNn 
(1953) als Bestandteil der Bakterienzellwand festgestellt. STRANGE u. 
Darx (1956) wiesen es in einem Mucopolysaccharidkomplex aus den 
Sporenmembranen von Bac. subtilis und anderen aeroben Arten nach. 


Zusammenfassung 


Die an 13 Std alten vegetativen Zellen und 11 Tage alten Sporen von 
Bac. subtilis vorgenommenen Gesamt-N- und «-Amino-N-Bestimmungen 
(nach Hydrolyse) ergaben fiir Sporen etwas erhdhte Gehalte. Dem- 
gegeniiber enthielten vegetative Zellen fiinfmal mehr freie Aminosduren, 
vor allem: Glutaminséure, Asparagin und «-Alanin. Die ebenfalls halb- 
quantitativ papierchromatographisch bestimmten Aminosduren der 
Totalhydrolysate von vegetativen Zellen und Sporen zeigten bei etwas 
erhéhter Gesamtmenge in den Sporen unterschiedliche Mengenverhalt- 
nisse einzelner Komponenten, die als Ausdruck fiir einen tiefgehenden 
Proteinumbau bei der Sporenbildung anzusehen sind. Die Ergebnisse 
werden im Zusammenhang mit Untersuchungen anderer Autoren be- 


sprochen. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen) 


Notiz zur Frage des Vorkommens von Chytridineen 
und anderen Pilzen in tiefen Bodenschichten 


Von 
RICHARD HARDER und ESTHER UEBELMESSER * 


(Hingegangen am 12. Januar 1957) 


Fiir den Neubau des Botanischen Instituts in Géttingen wurde im 
August 1953 im Botanischen Garten neben dem alten Institutsgebiude 
eine fast 6 m tiefe Baugrube ausgehoben, in der die Altersbestimmung 
der einzelnen Bodenschichten gut méglich war. So bot sich hier eine 
ginstige Gelegenheit, die verschiedenen Zonen auf ihren Pilzgehalt zu 
untersucher., wobei das Schwergewicht auf die erdbewohnenden Chytri- 
dineen gelegt wurde. Beobachtungen iiber die Tiefenverteilung von 
Pilzen in gar nicht oder wenig beriihrten Béden sind bisher erst selten 
gemacht worden. 


Am Ende eines frisch vorgetriebenen horizontalen Stollens, der 4 m unter der 
Oberflache des Stadtwalls von Géttingen endete, fand Remy (1950) keine Pilze; 
der Géttinger Wall ist vor Hunderten von Jahren aufgeworfen worden. Dagegen 
konnte GAERTNER (1954, II) aus einer allerdings nur 180 cm tiefen, frisch aus- 
gehobenen Baugrube ein Rhizophidiwm isolieren; ob und seit wie lange der Boden 
in der Grube unberiihrt war, ist nicht bekannt. Etwas zahlreichere Untersuchungen 
liegen u. W. nur fiir die obersten Bodenlagen vor und zwar von Material, das einer von 
uns (H.) in Westindien von Urwald- und anderen Wild- wie Kulturbéden gesammelt 
hatte; von 39 Standorten wurden Proben in mehreren Tiefenstufen bis zu 30 cm 
unter der Oberflache entnommen. In ihnen fand S6rexEt (1942) keinerlei Abhangig- 
keit der Flora der niederen Pilze von der Entfernung von der Bodenoberflache. 

Die unterste Schicht unserer Baugrube zwischen 560—420 cm unter der heu- 
tigen Bodenoberfliche bestand aus geschichtetem buntem Keuperton (Ende der 
Trias) mit sandigen Hinlagerungen (geschatztes Alter: iitber 150 Millionen Jahre). 
Dariiber lag in 420—225 cm FlieBerde der letzten (Wiirm-) Hiszeit und des 
alteren Spatglazials mit Muschelkalkstiicken (Alter unbekannt, sicher Alter als 
15000 Jahre, nach der Strahlungskurve vielleicht bis 120000 Jahre zuriickreichend). 
Nach oben, in 205—105 cm, folgte dann verlehmter L68, wohl aus jiingeren 
Abschnitten der Wiirm-Eiszeit, ebenfalls alter als 15000 Jahre; die obersten 
20—30 cm dieser Schicht waren durch Humus schwarzbraun verfarbt. Dieser 


* H. Firrrne zum 80. Geburtstag. 

1 Die Altersbestimmungen hat freundlicherweise Herr Professor Dr. F. Frrpas- 
Gottingen vorgenommen; wir danken ihm dafiir auch an dieser Stelle herzlich. 
Literatur: E. AcKERMANN, Gliederung, Kinematik und palaoklimatische Be- 
deutung der wiirmeiszeitlichen Ablagerungen in Géttingen (Mitteilungen aus dem 
Geologischen Staatsinstitut in Hamburg, Heft 23, 126, 1954); W. Hetiias, Bericht 
des Staidtischen Museums fiir die Zeit von 1952 bis 31. Marz 1954; bandkeramische 
Siedlungen (G6ttinger Jahrbuch 1955/56, S. 105). 
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humusreiche Horizont ist eine alte Bodenbildung (Landoberflache), deren Ent- 
stehung von etwa 13000 bis mindestens 2000 v. Chr. gelegen haben muB, vielleicht 
aber noch bis weit in die historische Zeit gereicht hat. Scherben der Bandkeramik 
aus Gruben mit humosem Boden, die von dem humusreichen Horizont ausgingen 
und in den LOB eingetieft waren, lehren, daB die Umgebung mindestens im Voll- 
neolithikum, also im 3. vorchristlichen Jahrtausend, bewohnt war. Von der Humus- 
schicht gingen Nadelstichporen und z. T. auch grébere Kaniale in den L68 hinab; 
sie diirften von Wurzeln stammen. Die obersten 115 cm des Profils bestanden aus 
graubraunem Boden, der in historischer Zeit aufgeschiittet worden sein muB; er 
enthielt teilweise Glasscherben. Abgesehen von der obersten rezenten Lage ist also 
die Hauptmasse der angeschnittenen Schichten seit Jahrtausenden nicht mit der 
AuBenwelt in Beriihrung gewesen. 

Aus allen Zonen wurden Bodenproben (im ganzen 26) entnommen und in der 
iiblichen Weise (vgl. z. B. SGrG@Ex, 1942; Remy, 1950; RewyBoipt, 1951; GAERTNER, 
1954; Harper u. UEBELMESSER, 1955) zur Priifung auf ihren Gehalt an Chytri- 
dineen und anderen Pilzen in Petrischalen mit Wasser aufgeschwemmt und mit 
Kédern beschickt. Von jeder Probe wurden 5 Ansiatze gemacht. Die Probeentnahme 
erfolgte gleich nach Herstellung der Grube unter sorgfaltiger Beseitigung der ober- 
flichlichen Schichten der Erdwand, die einer Luftinfektion ausgesetzt waren. 


Ergebnisse 


In der tiefsten tonig-sandigen Keuperschicht (Tab.1) erwiesen 
sich alle Proben als vollig pilzfrei mit Ausnahme einer einzigen aus 
520 cm Tiefe, bei der in allen 5 Ansatzen septierte Hyphen, also Mycelien 
hoherer Pilze, auftraten. In der FlieBerde stellten sich bei 3 (von 6) 
Proben ebenfalls septierte Hyphen ein, zu denen bei einer von ihnen aus 
355 cm Tiefe noch Pythium hinzukam; das Pythium erschien allerdings 
nur in einem der 5 Ansatze. Von der LO6Bschicht wurden 6 Proben 
untersucht, von denen nur eine (in 175 em) pilzfrei war; die anderen 5 
enthielten simtlich die septierten Hyphen héherer Pilze und die oberen 
3 auch Chytridineen; in 155 cm Tiefe war es 1 Art (Karlingia rosea), 
in 135 cm kamen 2, in 120 cm Tiefe 3 Arten vor. Keine dieser 3 Arten 
war aber in mehr als einer Probe enthalten, so da im ganzen also 
5 Chytridineenarten im L6B& gefunden wurden (Olpidium pendulum, 
Rhizophidium sphaerotheca und carpophilum, Phlyctochytrium n. sp. 
Rernsoipr, Karlingia rosea und Nowakowskiella elegans). 

In dem oberen rezenten Material (zwischen 85 und 0 cm) war der Pilz-. 
gehalt insgesamt gréBer, keine Probe enthielt weniger als insgesamt 
3 Arten. Héhere Pilze waren iiberall vorhanden und die meisten. 
Proben (?/;) enthielten auBerdem Mucorineen; dazu trat in der Halfte. 
der Falle Pythium. Das Chytridineenvorkommen war unterschiedlich. 
In den beiden unteren Proben (85 und 75 cm) waren es nur 1 bzw. 2, 
in den 4 oberen 3 und 4 Arten. AuBer den im L68 gefundenen Chytri-- 
dineen kamen noch 2 Phlyctochytrium-Arten hinzu, wihrend Nowakows- 
kiella elegans fehlte. Die Zahl der Chytridineen nahm im rezenten Boden: 
also von unten nach oben zu; da aber auch schon aus den oberen LOB-.- 
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Tabelle 1. Pilzvorkommen in einer Baugrube in verschiedener Tiefe 
Standort (em) | TOM Sandiger | Wieperde Los rezent S : 

Pilz 83225229) 288838 | S2S88R | seeuse As 
Npidium luxurians eee te | 4 
Npidium pendulum Kiel iho eae 4 
Rhizophidium sphaerotheca 4 2 
Rhizophidium carpophilum + ++ |3 
Phlyctochytrium synchytrii +1 
Phlyctochytrium biporosum + 1 
Phlyctochytrium n. sp. REINBOLDT a +|2 
Karlingia rosea k “i ee icig A aaleis 
pa eee " 4 
Shytridineen insgesamt 12:3.) 123344723 
Pythien + ssa cas 
Mucorineen +)++ + + 
septierte Hyphen = +++ ++ 444+) ++4+4+4+4 [15 
Pilze insgesamt 1 121 11 235/354557 |47 


proben Chytridineen isoliert wurden, so kann der Sparlichkeit der Chytri- 
dineen in den beiden unterenrezenten Lagen kein Wert beigemessen werden. 

Im Gesamtmaterial wurde von den Chytridineen am haufigsten 
Karlingia rosea gefunden, namlich im ganzen fiinfmal, dann folgten 
Olpidium luxurians und Ol. pendulum mit je 4 Vorkommen; Rhizo- 
phidium carpophilum trat dreimal auf, und die restlichen Chytridineen 
erschienen zweimal (Rhizoph. sphaerotheca, Phlyct. n. sp. REINBOLDT) 
bzw. einmal (Phlyct. synchytrit und biporosum, Nowakowskiella elegans). 
Mit 5 Funden ist Karlingia rosea so haufig wie die Mucorineen und etwas 
haufiger als die Pythien, wahrend die septierten Hyphen dreimal so oft 
auf den Kédern erschienen. Die gefundenen Chytridineen entsprechen 
im groBen Ganzen den auch an anderen Standorten weitest verbreiteten 
Arten (vgl. Remy, 1950; GAERTNER, 1954; HARDER u. UEBELMESSER, 


1955)}. 


1 Wir schlieBen z. Z. ein Manuskript iiber die Chytridineen Australiens ab 
(Harper u. UrBELMESSER, 1957); die gleichen Chytridineen, die wir in der Bau- 
grube gefunden haben, sind auch in Australien die haufigsten, wenn ihre Platze 
unter einander auch ein wenig verschoben sind. Am Anfang der australischen 
Rangliste stehen Karlingia rosea und Olpidium lu«urians, und den Schlu8 der 
,,Hauptgruppe“ bildet Nowakowskiella elegans. 
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Wie gesagt, wurden von jeder Bodenprobe 5 Ansitze gemacht, wahrend wir bei 
den fritheren Untersuchungen unseres Institutes haufig 10 Ansitze je Probe durch- 
gefiihrt haben. Je mehr Ansatze man macht, desto gréBer ist natiirlich die Wahr- 
scheinlichkeit, seltene Formen mit einzufangen. 

Es ist daher verstandlich, daB die héchste Artenzahl an Chytridineen 
je Probe nur 5 betrug. Im Mittel kamen in der rezenten Schicht 2,9 Chy- 
tridineen und 5,0 Pilze insgesamt vor; in der Léfschicht 1,0 Chytridineen 
und 2,0 Pilze insgesamt; in der FlieBerde 0 Chytridineen und 0,7 Pilze 
insgesamt und in der untersten sandigtonigen Keuperschicht schlieBlich 
0 Chytridineen und 0,1 Pilze insgesamt. 


Besprechung 


Die Anzahl der positiven Befunde in der Baugrube wurde also in 
groBen Ziigen mit zunehmender Bodentiefe geringer. In den tieferen 
Schichten, die seit vielen Jahrtausenden durch immer machtigere Erd- 
massen tiberlagert worden sind (Bildung der Bandkeramikzone in der 
obersten LéBschicht vor etwa 4—5000 Jahren, Beginn der FlieBerde 
lange vor etwa 20000 Jahren), kénnen natiirlich keine lebenden Pilze 
mehr aus der Zeit vorhanden sein, als diese Bodenschichten die Erd- 
oberflache bildeten; sondern die Pilze miissen, wo sie jetzt in groBer 
Tiefe gefunden werden, erst kiirzlich hinuntergewaschen worden sein. 
Das scheint bei den Chytridineen schwieriger zu sein als bei den tibrigen 
Pilzen, vor allem den hGdheren. Aber auch bei letzteren kann man sich 
des Verdachtes nicht erwehren, daB sie kaum durch die vielen Meter 
Boden hindurch in die Tiefe gelangt, sondern dorthin trotz aller Vorsicht 
doch wohl bei der Ausschachtung der Grube durch feinste Risse und 
Spalten oder durch Hineinwaschen von der Seite her gekommen sind. 
Auch in den oberen Lagen des L68, die Jahrtausende alt sind, kénnen 
die Pilze nicht aus Urzeiten erhalten geblieben sein. Die Abnahme der 
Haufigkeit von der Oberflache in die Tiefe 148t wohl ziemlich eindeutig 
die Erklarung zu, daB die Arten sich im wesentlichen an der Oberflache 
entwickeln, von dort aber immer wieder durch Poren im Boden, Wurzel- 
kanale usw. in die Tiefe gelangen. DaB dabei die an der Oberflaiche 
haufigsten Arten am ehesten auch in die Tiefe transportiert werden, ist 
verstandlich. 

Im groBen ganzen kann man also sagen, da die Besiedlung min- 
destens mit Chytridineen auf etwa die oberen 11/, m des Bodens be- 
schrankt ist; in einigen Metern Tiefe jungfriéulichen Bodens sind dann 
aber auch die héheren Pilze schon sehr selten. Bei erst kiirzlich bewegten 
Boden kann es natiirlich anders sein. 


Zusammenfassung 


An einem Bodenprofil (Baugrube), dessen Schichtalter sich bestimmen 
lie8, wurden Erdproben entnommen und auf ihren Pilzgehalt untersucht. 
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Die auch sonst im Erdboden haufigen Chytridineen und héheren 
Pilze waren auch hier vorhanden, die Chytridineen jedoch nur bis zu 
einer Tiefe von etwa 1+/, m (in historischer Zeit aufgeschiitteter Boden, 
z.T. aber auch letzteiszeitlicher L68). Am tiefsten hinab (bis 1,55 m 
unter der heutigen Oberfliche) reichte Karlingia rosea; jedoch kann 
daraus nicht auf eine besondere Geeignetheit dieses Pilzes zum Vor- 
kommen in der Tiefe geschlossen werden. 

Mucorineen wurden ziemlich regelmaBig bis 120 cm Tiefe gefunden, 
und Pythiwm, das in den rezenten Schichten nicht sehr haufig war, trat 
einmal in 355 cm Tiefe auf. 

Die septierten Hyphen hoherer Pilze kamen bis 2 m Tiefe fast aus- 
nahmslos vor; in der FlieBerde (390—225 cm Tiefe) waren sie noch in 
50% der Proben enthalten, und einmal konnten sie auch aus dem vor- 
eiszeitlichen Keuperton (520 cm Tiefe) isoliert werden. Der Verdacht 
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daB die Pilze in 3 und mehr 
Meter Tiefe erst sekundar bei der Entstehung der Grube dorthin gelangt 
sind. 
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Von 
J. BRANDES und H. L. PAUL 


Mit 7 Textabbildungen 


(Hingegangen am 17. Januar 1957) 


Nach den Ergebnissen zahlreicher elektronenmikroskopischer Unter- 
suchungen lassen sich die Pflanzenviren morphologisch im wesentlichen 
in zwei Gruppen einteilen, in kugelf6rmige und in faden- oder stabchen- 
formige Viren. Innerhalb der beiden Gruppen finden sich dariiber hinaus 
zwischen Teilchen verschiedener Virusarten oft feinere Unterschiede in 
GréBe oder/und Gestalt. Die elektronenmikroskopische Untersuchung 
von Virusteilchen kann somit Beitrage zur Virussystematik liefern und 
auBerdem als Hilfsmittel bei der Diagnose von Virosen benutzt werden. 
Der sicheren Diagnose kugelf6rmiger Viren stehen allerdings noch viele 
Schwierigkeiten im Wege, denn ihre Teilchen haben kleine Dimensionen 
und ihre Durchmesser unterscheiden sich haufig nur wenig. AuBerdem 
stéren plasmatische Verunreinigungen stark, so dai nur gut gereinigte 
Praparate verwendet werden kénnen. Giinstiger liegen die Verhialtnisse 
bei faden- und stabchenférmigen Viren, die wegen ihrer Form und GréBe 
leichter zu erkennen sind. Wie in einer Anzahl von Arbeiten aus unserem 
Institut, sowie von anderen Autoren gezeigt werden konnte, lassen sich 
die Werte aus einer Vermessung der Liinge solcher Teilchen in einem Ver- 
teilungspolygon darstellen. Aus ihm ergibt sich ein fiir die betreffende 
Virusart charakteristischer Mittelwert, der als Normallinge bezeichnet 
wurde (WETTER u. BRANDES, 1956; BopE u. Pavn, 1956). Die einzelnen 
Virusarten unterscheiden sich in ihrer Normallinge meist deutlich, auch 
ihre Form kann verschieden sein. Ihre Dicke hingegen variiert meist nur 
geringfiigig und bietet daher wenig diagnostisch brauchbare Anhalts- 
punkte. Mit welcher Sicherheit Unterschiede festgestellt werden kénnen, 
soll in der vorliegenden Arbeit besprochen werden. Wir beschranken uns 
dabei auf faden- und stibchenformige Viren. 
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Priparationsmethodik 


Ein allgemein brauchbares Verfahren, Viren rein darzustellen, bietet 
die Differentialzentrifugation. Sie hat sich bei kugelférmigen Viren auch 
zur Herstellung elektronenmikroskopischer Praparate als geeignet er- 
wiesen. Wie die Ergebnisse einer Reihe von Autoren zeigen, wiesen auf 
diese Weise praparierte fadige und stabchenformige Virusteilchen dagegen 
oft nur zu einem geringen Teil eine als charakteristisch zu bezeichnende 
Lange auf. Vielfach war keine Normalliinge erkennbar gewesen, so dal die 
Lange der Partikeln als ,,variabel“ bezeichnet wurde (z. B. BAWDEN u. 
Nixon, 1951). Bei Praparaten, die durch Fallungen gewonnen wurden, 
liegen die Verhaltnisse ahnlich. 

Eine elegante Praparationsmethode wurde von JoHnson (1951) beschrieben: 
Man bringt die durch Wasserdruck aus der angeschnittenen Lamina kranker 
Blatter ausgepreBten Trépfchen direkt auf elektronenmikroskopische Objekttrager. 
Dieses Verfahren wurde von Bove in Deutschland eingefiihrt und in den letzten 
Jahren in verbesserter Form in unserem Institut bei der Untersuchung faden- und 
stabchenférmiger Viren erfolgreich angewandt. Der groBe Vorteil dieser Technik 
zéigt sich darin, da8 immer ein hoher Prozentsatz der Virusteilchen die jeweilige 
Normallange besitzt, wahrend bei anderen Methoden vielfach Bruchstiicke oder 
Aggregate die Normallange nicht mehr deutlich hervortreten lassen. Die Vermutung, 
daB bei diesem Exsudieren nur Virus aus dem Phloem erfaBt wird, trifft, wie kirz- 
lich gezeigt wurde, nicht zu (BRANDES, 1956). Der hohe Anteil der Normallangen 
bei Exsudaten ist also keine Folge davon, da etwa das Virus aus bestimmten 
Gewebepartien bevorzugt erfaBt wiirde. Deshalb kann angenommen werden, da 
die Jounson-Methode eine besonders schonende Form der Préparation darstellt. 

In welcher Form das Virus in der lebenden Zelle vorliegt, ist eine Frage, 
die hier nicht erértert werden soll. Ob durch den Einflu8 der Trocknung 
im Hochvakuum oder den Elektronenstrahl morphologische Verande- 
rungen an den Virusteilchen auftreten kénnen, ist bei vergleichenden 
Untersuchungen von untergeordneter Bedeutung und braucht an dieser 


Stelle nicht diskutiert zu werden. 


Die Fehlerquellen bei der Bestimmung der elektronenmikroskopischen 
Vergré8erung 


Die Bestimmung der VergréBerung durch stufenweises Vermessen einer 
Lochblende (Lichtmikroskop, verschiedene VergroBerungsstufen des 
Elektronenmikroskops) ist nach unseren Erfahrungen ziemlich ungenau. 
Wiederholte Priifungen ergaben Abweichungen bis zu 5%. Bessere 
Ergebnisse erhalt man, wenn man Oberflachenabdriicke von Spektral- 
gittern im Elektronenmikroskop photographiert und vermibt. Nach 
unseren Versuchen liegen die einzelnen Fehler in folgender GréBenord- 
nung: bis zu 1% fiir die Vermessung der Abdriicke und 0,6% fiir die 
Bestimmung der Gitterkonstanten’. Hinzu kommt die Veriinderung des 


1 Fir die Bestimmung der Gitterkonstanten danken wir Herrn Dr. LoHMANN, 
Physikalisches Institut der Technischen Hochschule Braunschweig. 
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Abdrucks unter dem Einflu8 des Elektronenstrahls. Nach den Unter- 
suchungen von BRADFORD u. VANDERHOFF (1954) schrumpfen Kollodium- 
abdriicke um etwa 5°%; Abdriicke mit Silictummonoxyd verdndern sich 
im Elektronenmikroskop jedoch nicht meBbar. 

Besonders in den USA hat man die Vergré8erungsbestimmungen 
haufig dadurch zu umgehen versucht, da man die Préparate mit Sus- 
pensionen von Polystyren-Latex-Kugeln mischte und den Durchmesser 
dieser Kugeln als Eichmafstab benutzte. Man ging dabei von der Vor- 
aussetzung aus, da der Durchmesser der Latex-Partikeln konstant ist. 
Nach unseren Erfahrungen ist jedoch diese Methode wenig geeignet, 
denn einmal kann schon bei der Bestimmung des Durchmessers der 
Kugeln ein Fehler unterlaufen, zumal ihr Durchmesser nie vdllig gleich 
ist, und dann hat sich herausgestellt, daB die Latexkugeln sich unter dem 
EinfluB des Elektronenstrahls veraéndern. Nach unseren Untersuchungen 
(elektrostatisches Gerit AEG/Zeiss EM 8/2) treten, je nach Dauer der 
Bestrahlung, Schrumpfungen bis zu 4% auf. BRADFORD u. VANDERHOFF 
(1954) berichten von einem Wachsen des Durchmessers im Elektronen- 
mikroskop bis zu 20% (elektromagnetische Gerate EMT und EMB). 

Besonders zu beachten ist, daf die VergréBerung des Elektronen- 
mikroskops von der elektrischen Scharfeinstellung abhangt. Bei unserem 
Gerat betragt die Abweichung + 4°% von der Mittelstellung des Ein- 
stellknopfes aus. Nach Mitteilung der Firma Carl Zeiss, Oberkochen, 
kann dieser Wert bei den einzelnen von ihr hergestellten Geraten ver- 
schieden sein, diirfte sich jedoch etwa in der gleichen GroéBenordnung 
bewegen. Bei genauen Messungen muB man diese Tatsache beriicksich- 
tigen und die Scharfeinstellung entweder nur mechanisch vornehmen 
oder die Abweichung bei der NachvergréBerung durch eine Korrektur 
ausgleichen. 


Die Fehlergré8en bei der Nachvergré8erung und Vermessung 


Alle vermessenen Virusteilchen wurden — je nach Stellung des elek- 
trischen Scharfstellknopfes — bei einer VergréBerung von etwa 5300mal 
aufgenommen. Dieser Wert erschien besonders geeignet, da das Bild- 
feld groB genug ist, um eine gréBere Anzahl von Virusteilchen auf 
eine Photoplatte zu bringen, und auch eine optische NachvergréBerung 
fiir die Ausmessung ohne Nachteil méglich ist. Im allgemeinen haben wir 
die Virusaufnahmen mit einem VergréBerungsapparat (Veigel-Exact 5c) 
auf 40000mal nachvergréBert und die Projektionsbilder entweder direkt 
vermessen oder diese, wenn es sich um stark gekriimmte Teilchen han- 
delte, nachgezeichnet und dann vermessen (Ablesegenauigkeit 0,5 mm). 
Bei stark gebogenen Partikeln haben wir auch Projektionsbilder von 
300000facher GesamtvergréBerung mit einem Kurvenmesser ausgemessen 
(Ablesegenauigkeit 0,5 cm). Nach unseren Versuchen ist der Fehler bei 
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der Projektion nicht gréBer als 1%. Bei vergleichenden Untersuchungen 
fallt er nicht ins Gewicht, da die Einstellung des Projektionsgerates un- 
verandert bleibt. 

GroBe Bedeutung kommt dem ,,individuellen MeBfehler“ zu. Anfang 
und Ende eines bedampften Virusfadens sind nicht immer vollig ein- 
wandfrei auszumachen. Je nach Art der Objekte und abhangig von der 
Ubung des Messenden kénnen bei der Liingenmessung Fehler bis zu 5% 
entstehen. Unsere Versuche zeigten, dai bei Vermessungen folgendes 
beachtet werden muB: 1. Die gleiche Person kann bei verschiedenen 
Messungen der gleichen Teilchen zu verschiedenen Resultaten kommen, 
wenn ein mehr oder weniger groBer Zeitabstand zwischen den einzelnen 
Messungen liegt. 2. Verschiedene Personen kénnen fiir die gleichen Teil- 
chen verschiedene Ergebnisse erhalten. 

Fiibrt man in Parallelserien Relativmessungen von Viren aus, so 
beeinflussen die Apparatefehler die Ergebnisse kaum, es bleibt dann der 
,,individuelle Mef&fehler die hauptsichliche Fehlerquelle. Ihm ist also 
bei der Vermessung von Virusteilchen die gré8te Aufmerksamkeit zu 
schenken. Bei vergleichenden Messungen lat sich der individuelle MeB- 
fehler in kleinen Grenzen halten, wenn man die betreffenden Virusteil- 
chen unmittelbar nacheinander vermift und Parallelmessungen von ver- 
schiedenen Personen durchfiihren laBt. Tab. 1 zeigt als Beispiel das Ergeb- 
nis der Vermessung von vier Viren mit beinahe gleicher Normallange 
durch vier verschiedene Personen (Mittelwerte aus je etwa 100 Einzel- 
messungen). 

Tabelle 1. Ergebnis der Bestimmung der Normallangen einiger Viren in Parallelserien 


durch vier verschiedene Personen 
(Langenangaben in mp) 


Kartoffel- Kartoffel- Phaseolus- Riibenmosaik- 
Y-Virus A-Virus Virus 2 Virus 
I 721 724 740 722 
II 740 740 759 738 
Tit 730 729 749 728 
IV 725 728 TAT 729 
Mittel 729 730 749 729 


Die von den einzelnen Personen gemessenen Langen weichen recht 
erheblich voneinander ab; das Verhaltnis der Normallangen der einzelnen 
Viren ist jedoch in allen Fallen fast gleich. Das Phaseolus-Virus 2 ist 
deutlich um etwa 20 my linger als die anderen drei Viren, die sich in ihrer 
Lange nicht unterscheiden lassen. 

Fiibrt man die Virusvermessungen Zu verschiedenen Zeiten und 
nicht als Parallelserien aus, dann brauchen geringe Unterschiede der 
Normallangen durchaus nicht reell zu sein. So ist der Langenunterschied 


362 J. BRANDES und H. L. Pavt: 


zwischen dem Kartoffel- Y-Virus (759 mu, Bop u. Paut, 1956) und dem 
Kartoffel-A-Virus (739 mu, Paut u. Bone, 1956) nicht reell, wie schon 
in den genannten Arbeiten angegeben worden ist. Treten bei den Be- 
stimmungen der Normallange zwischen den verschiedenen Viren so 
geringe Laingenunterschiede auf, so miissen Relativmessungen der be- 
treffenden Viren untereinander angeschlossen werden (s. auch SchluB- 
folgerungen). Phaseolus-Virus 2 und Riibenmosaik-Virus wurden bereits 
parallel vermessen und dabei die kleinere Linge des Riibenmosaik- Virus 
festgestellt (ZimMER u. BRANDES, 1956). Nach unseren Erfahrungen 
kénnen Normallangen, die sich um mehr als 10 my unterscheiden, bei 
sorgfaltiger Arbeitsweise durch Parallelmessungen in der oben be- 
schriebenen Weise noch getrennt erfaft werden. 


Auswertung der MeBergebnisse 

Als Klassengr6Ben haben sich Werte von 12,5, 15, 25 oder 30 my als 
zweckmaBig erwiesen. Da die Klasseneinteilung willkiirlich vorgenommen 
werden kann, ware es falsch, zur Charakterisierung der Verteilung nur 
die Klasse mit der groBten Teilchenzahl anzugeben. Vielmehr mu eine 
Mittelwertsbestimmung durchgefitihrt werden. Im ganzen MeBbereich 
treten neben dem Hauptmaximum, das meist etwa 70% aller Teilchen 
umfaBt, oft klemere Maxima auf, die der halben oder doppelten Linge 
entsprechen. Da auBerdem immer unregelmaBige Langen in wechselnder 
Zahl vorhanden sind, muB fiir die Berechnung des Mittelwertes das Haupt- 
maximum ausgegliedert werden. Das kann mit Hilfe der Hazenschen 
Geraden auf Wahrscheinlichkeitspapier geschehen. Nachteilig sind hier- 
bei die umfangreichen Berechnungen, und zudem gibt das Verfahren, 
wenn keine strengen GauBverteilungen vorliegen, keine véllig exakten 
Ergebnisse. Kinfacher und auch geniigend genau ist die Bestimmung des 
Dichtemittels. Bei symmetrischen Verteilungen (Abb. 1a) werden hierzu 
die mittleren drei Klassen herangezogen. Andersgestaltete Polygone 
(Abb. 1b und ¢) lassen sich fast stets durch geeignete Klassenwahl in 
eine mehr oder weniger symmetrische Form iiberfiihren (Abb. 1a—e 8.364), 
Die Abweichung des Dichtemittels vom arithmetischen Mittel war bei 
unserem Material immer kleiner als 10 mu und somit in den meisten 
Fallen bedeutungslos (Tab. 2). 


Tabelle 2. Beispiele zum Vergleich des Dichtemittels mit dem arithmetischen Mittel 


arithm. Mittel Dichtemittel 

mu my 

Kartoffel-Aucuba-Virus | 586 584 
Kartoffel-X-Virus 518 515 
Kartoffel-A-Virus 739 735 
Tabakmosaik- Virus 300 300 
Rattle- Virus a) 70 ad 
b) 181 186 
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Weitere Berechnungen, z. B. die der Streuung, lassen sich allerdings 
aus dem Dichtemittel nicht ableiten. In vielen Fallen ist eine Aus- 
gliederung nach dem Augenschein schon genau genug. Man wird je nach 
Form des Polygons drei (Abb. 1a), vier (Abb. 1b) oder mehr (Abb. 1c) 
Klassen zur Mittelwertberechnung heranziehen. Es ist in jedem Fall 
angezeigt, auBer den errechneten Werten das Verteilungspolygon abzu- 
bilden, das einen plastischen Kindruck der Vermessung gibt. 

Wesentlich ist die Frage, welchen Umfang die Reihen haben miissen, 
wenn die Normallange eindeutig bestimmt werden soll. Wir haben fest- 
gestellt, da sich die Mittelwerte bei einer Vermessung von mehr als 
100—200 Teilchen aus dem Bereich des Hauptmaximums nicht mehr 
wesentlich andern (Tab. 3). 


Tabelle 3. Abhdngigkeit des Mittelwertes von der Teilchenanzahl. 
Ergebnis der Vermessung des Riibenmosaik-Virus durch zwei Versuchspersonen 


20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 150 | 200 | Teilchenanzahl 
I | 739 |.734 | 734 | 736 | 732 | 730 | 731 | 731 | my 
I | 727 | 721 | 719 | 719 | 720 | 720 | 720 | 720 me 


Aus Griinden der Sicherheit haben wir bei den erstmaligen Bestim- 
mungen der Linge einer Virusart meist weit mehr Partikeln vermessen. 
Fiir spiitere diagnostische Zwecke geniigt dann fast immer eine Anzahl 
von 50—100 Teilchen. Da meist etwa 10, 20, mitunter auch weit mehr 
Teilchen auf einer Photoplatte aufgenommen werden kénnen, lassen 
sich Diagnosen mit geringem Aufwand ausfihren. 

Wie wir im vorigen Abschnitt erwahnten, halten wir eine Trennung 
von zwei Viren, die sich um mehr als 10 my in ihrer Normallange unter- 
scheiden, in Parallelmessungen fiir méglich. Dies ist allerdings nur der 
Fall, wenn sich die Viren in verschiedenen Praparaten befinden. 
Anders sind die Verhaltnisse bei Mischpraparaten, in denen verschie. 
dene Viren gleichzeitig enthalten sind. Nach unseren Erfahrungen 
miissen sich die Normallangen zweier Viren in einem Praparat um mehr 
als 50 my unterscheiden, um noch getrennt erfaBt werden zu kénnen. Da- 
bei ist noch vorausgesetzt, daB beide Viren in etwa gleicher Zahl vor- 
handen sind. Uberwiegt die eine Virusart zahlenmabig stark, dann 
braucht die andere im Langenverteilungspolygon nicht hervorzutreten. 


Dicke und Gestalt der Virusteilehen 
Die Form der gestreckten Virusteilchen wurde bislang meist als ,,starr 
oder ,,flexibel‘‘ bezeichnet. Freilich sind die mit diesen Worten gekenn- 
zeichneten mechanischen Eigenschaften fiir die einzelnen Virusteilchen 
nicht bewiesen, sondern kénnen nur — wenn auch mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit — aus dem elektronenmikroskopischen Bild vermutet 
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Rattle- Virus 


Tabakmosaik- Virus 300 


We/Bklee- Virus 


Kartofel-X- Virus 


Kartofel-Aucuba-Virus 


600 
Steinklee-Virus A 


Kartoffel- S- Virus 


700 


Kartoffe/-A-Virus 
Rubenmosaik-Virus 


Phaseolus- Virus 1\, 
Phaseolus-Virus 25 


Kartoffel-Y-Virus | 
~800 


900 


7200 
Ruben-Vellows-Virus 


7300 
my 
Abb. 2, Skala der Normallingen 
verschiedener stiibchen- und faden- 
formiger Viren. (Originalarbeiten siehe 
Literaturverzeichnis) 


Abb. 1. Verschiedene Formen des Hauptmaximums in 
Liingenverteilungspolygonen 
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werden. Eine scharfe Grenze zwischen ,,starr‘‘ und ,,flexibel diirfte auch 
kaum vorhanden sein. Sicherlich besteht bei diesen Kigenschaften eine 
Beziehung zur Dicke des Teilchens (siehe Tab. 4). 


Tabelle 4. Vergleich von Form und Dicke einiger Virusarten 


Virusart Form Dicke (mp) 
Rattle- Virus starr 20 
Tabakmosaik- Virus meist starr 15 
Kartoffel-S-Virus ziemlich starr 12—13 
(Ubergangsform) 
Kartoffel-X-Virus flexibel 10—11 
Riiben- Y ellows- Virus stark flexibel < 10 


Wahrend sich die Dicke eines Teilchens nur schwer mit ausreichender 
Genauigkeit ermitteln lit, kann man bei einiger Ubung schon aus der 
Form der Teilchen Riickschliisse ziehen und diese bei der Diagnose zu- 
satzlich verwenden. 


SchluBfolgerung und Zusammenfassung 


Soll eine Skala der Normallangen von Viren aufgestellt werden, so ist 
zunachst die gesonderte, sorgfaltige Bestimmung der Normallange jeder 
Virusart notig. Sind die Normallingen der einzelnen Virusarten deutlich 
voneinander verschieden, so reichen derartige Bestimmungen aus; sind 
sie jedoch einander ahnlich (wie im Langenbereich um 750 my), so ge- 
niigen solche Messungen nicht mehr, um die kleineren Normallangen- 
differenzen zwischen diesen Arten sicher zu erfassen. Auch der Vergleich 
zu dem meist viel kiirzeren Tabakmosaik-Virus wird dann zu ungenau’, 
da dessen Normallange um etwa 20 my schwankt und sich eine Ab- 
weichung entsprechend starker auswirkt, wenn man langere Viren auf 
die GréRe des Tabakmosaik-Virus bezieht. In solchen Fallen konnen nur 
unter gleichen Bedingungen ausgefiihrte Parallelmessungen Auskunft tiber 
den Standort etwa gleichlanger Viren in der Lingenskala geben. Abb. 2 
zeigt die Skala, die sich nach den in unserem Institut durchgefiihrten 
Bestimmungen ergeben hat. An ihrer Vervollstandigung und eventuellen 
Berichtigung wird laufend gearbeitet. Neben der Normallange konnen 
noch Dicke und Form als Bestimmungsmerkmale herangezogen werden, 
doch waren bislang fiir beide kaum Unterschiede bei den etwa gleich- 
langen Virusarten festzustellen gewesen. Die Abb. 3—7 zeigen eine 
Reihe von Formen. 

Mit welcher Sicherheit sich Viren mit Hilfe des Elektronenmikroskops 
bei Anwendung der Exsudatmethode nachweisen lassen, wurde noch 


1 Zur Sicherung der Ergebnisse bei Neuvermessungen hat es sich als zweckmaBig 
erwiesen, ein gut praparierbares Virus — etwa das Tabakmosaik-Virus — als Ver- 
gleich in Mischpraparaten zu verwenden. 
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Abb. 5. Kartoffel-S-Virus 
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Abb. 7. Riiben-Y ellows-Virus 
Abb. 3—7. Verschiedene Virusformen. Alle 40000 mal vergréBert 


nicht genauer untersucht. Meist ist der Nachweis empfindlich; z. B. wird 
das S-Virus in Gomphrena-Blattern deutlich erfaft, wahrend der serolo- 
gische Test versagt und auch eine Riickimpfung negativ verléuft (WeErT- 
TER u. BRANDES, 1956). Es kann jedoch auch vorkommen, dab gegen alle 
Erwartung in Exsudaten keine Teilchen zu finden sind. Der Grund hier- 
fiir kann eine sehr geringe Konzentration des Virus im exsudierten Ge- 
webe sein oder die manchmal stark stérende Verunreinigung der Pra- 
parate durch plasmatische Stoffe. In solchen Fallen fiihrt oft eine erneute 
Praparation zum Erfolg. 

Im Gegensatz zum serologischen und biologischen Test kann man mit 
der elektronenmikroskopischen Methode eine Virusart nur dann. ein- 
wandfrei bestimmen, wenn die Moglichkeit ausgeschlossen ist, dal 
andere, aber morphologisch gleiche Virusteilchen anwesend sind, Das 
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laBt sich fast stets durch die Verwendung geeigneter Wirtspflanzen 
erreichen, so daB besonders bei Virosen, die mit anderen Nachweis- 
methoden nicht sicher oder nur durch langwierige Verfahren erkannt 
werden kénnen, eine Diagnose mit Hilfe des Elektronenmikroskops 


wertvoll ist. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
des Weifkleevirus und des Steinkleevirus 


Von 


J. BRANDES und L. QUANTZ 


Mit 4 Textabbildungen 


(Hingegangen am 17. Januar 1957) 


In der Reihe der Langenbestimmungen von faden- und stabchen- 
formigen Virusteilchen, die im hiesigen Institut durchgefiihrt werden 
(vgl. Zusammenstellung bei BRANDES u. Pau, 1957), werden in der 


vorliegenden Arbeit die Ergeb- 
nisse fiir zwei weitere Legumi- 
nosenviren mitgeteilt, nachdem 
bereits die Teilchenlangen der 
beiden Buschbohnenviren Pha- 
seolus-Virus I und Phaseolus- 
Virus 2 bestimmt worden waren 
(BRANDES u. Quantz, 1955). 
Die Untersuchungen wurden 
mit den gleichen Methoden 
durchgeftihrt, die bereits in den 
friiheren Arbeiten beschrieben 
worden sind: Exsudatmethode ; 
Schragbedampfung mit Palla- 
dium; Vermessung der Teilchen 
bei 40000 facher VergroBerung. 


1. Das Weipkleevirus 
Bei dem untersuchten Weib- 
kleevirus handelt es sich um 
Isolate von mosaikkranken 
WeiBkleepflanzen = (T'rifolium 


Abb. 1. Teilchen des Weifkleevirus (40000 mal) 


repens L.), die mit dem bereits von QuantTz (1956) naher charakte- 
risierten WeiBkleevirus iibereinstimmen und zu dem white clover virus 1 
amerikanischer Autoren (Prerce, 1935; ZAUMEYER u. WADE, 1935) 
gestellt werden kénnen. Auch durch die vorliegenden Untersuchungen 
wird die Annahme gestiitzt, da es sich bei dem in unserem Gebiet 
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Tabelle 1. Weipkleevirus 
SS EEE EE EEE ee 
Zahl der 


| Zahlder | | 
Wirt | gemessenen Teilchen mit = | Mittelwert 
| Teilchen Liingen von 
| 450—500 mu | 
Erbse | 273 240 | — 88% | 477 mu 
Ackerbohne 102 91 = 89% | 478 mu 
Inkarnatklee 96 73 | — 16958 a eA 2more 
Gesamt |} am | 404 | =86% | 476 mp 


untersuchten Material augenscheinlich um ein einheitliches Virus handelt 
und nicht um einen Viruskomplex im Sinne F. JoHnsons (1942). 

Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab, daB das Weib- 
kleevirus fadenformige Partikeln besitzt, deren Gesamtbild (Abb. 1) mit 
dem bereits von VAN DER Want (1954) abgebildeten ,, Witte-klaver**- 
Virus recht gut iibereinstimmt. Die wichtigsten MeBergebnisse von drei 
verschiedenen Wirtspflanzen sind in Tab. 1 wiedergegeben. Abb. 2 zeigt 
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Abb. 2. Liingenverteilung des WeiSkleevirus 


das Treppenpolygon aller gemessenen Teilchen (Klassenbreite 25 my). 
Die Normallinge des WeiPkleevirus betriigt demnach etwa 476 my. Sie 
unterscheidet sich damit deutlich von allen anderen bisher vermessenen 
Viren, darunter auch vom Kartoffel-X-Virus (515 mu; Bove u. Paut, 
1955), dem das WeiBkleevirus morphologisch sonst sehr ahnlich sieht. 
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2. Das Steinkleevirus 
Dieses Virus, das kiirzlich néiher beschrieben worden ist (QUANTZ 


u. BranpEs, 1957), wurde von Weibem Steinklee (Melilotus albus 
Medick) isoliert und ist auf mehrere Leguminosenarten tibertragbar. 


ae aie : " = 


Abb.3. Teilchen des Steinkleevirus (40000 mal) 
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Abb. 4. Liingenverteilung des Steinkleevirus 


Die Partikeln des Steinkleevirus sind in ihrer Form (Abb. 3) ziemlich 
starr, jedoch haufig nach einer Seite leicht gebogen. Wie aus Tab. 2 her- 
vorgeht, liegen wie beim WeiPkleevirus auch bei diesem Virus tiber 70% 
der Teilchen innerhalb des Hauptmaximums. Die Lingenverteilung ist 
in Abb. 4 dargestellt. Die Normallainge des Steinkleevirus liegt bei etwa 
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616 my. Mit dieser Linge steht es nach den bisherigen Kenntnissen dem 
Kartoffel-S-Virus (650 mu; Werrer u. Branpzs, 195f) am nachsten, 
dem es auch in der éuBeren Form ahnlich sieht. Die Langendifferenz 
zwischen dem Steinkleevirus und dem S- Virus konnte jedoch stets deut- 
lich festgestellt werden. 


Tabelle 2. Steinkleevirus 


Zahl der | T ey = it | 

Wirt gemessenen | speed Sms = Mittelwert 
Teilchen | 575—650 mu 

Steinklee 546 | 376 = 69% 616 mu 

Ackerbohne 137 107 = (S%y2 >|» O16. mm 

Erbse 395 | 309 = 78%, 617 mu 

Gesamt ar (01S Anat =n 7U2 =73% | 616 mu 
Zusammenfassung 


In der Reihe der Leguminosenviren wurden zwei weitere Viren ver- 
messen. Dabei ergab sich fiir das WeiBkleevirus eine Normallinge von 
476 mu und fiir das Steinkleevirus eine solche von 616 mu. Beide Viren 
sind damit von den Viren des Gewohnlichen und des Gelben Bohnen- 
mosaiks (mit je 750 mu Lange) deutlich unterscheidbar. 
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Beitrage zur Morphologie und Systematik 
der thermophilen Actinomyceten* 


Von 
A. HENSSEN 


Mit 41 Textabbildungen 


(Bingegangen am 29. November 1956) 


Uber die thermophilen Actinomyceten ist bisher wenig bekannt. In 
der sechsten Auflage von Brercrys Manual (1948) werden drei Arten 
erwahnt, eine vierte wurde 1953 von WakKSMAN u. CorKE beschrieben. 
Im Verlaufe einer Untersuchung iiber die thermophile Mikroflora des 
Stallmistes konnte ich selbst 15 Actinomycetenarten beobachten und 
davon 11 isolieren, die alle zur Familie der Streptomycetaceen gehoren. 
Die isolierten Arten, von denen 8 fiir die Wissenschaft neu sind, werden 
in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Es handelt sich hier um eine 
erste Mitteilung; denn noch nicht alle Arten konnten bakterienfrei ge- 
ziichtet und deshalb auch nicht physiologisch untersucht werden. Uber 
die Haufigkeit und Verbreitung der thermophilen Actinomyceten sowie 
iiber ihre Bedeutung bei der Strohzersetzung wird im Zusammenhang 
mit den fernerhin beobachteten Mikroorganismen in der folgenden Mit- 
teilung berichtet. 

Ein Teil der neuen Typen weicht so stark von den bekannten Gat- 
tungen ab, daB es mir richtig erschien, drei neue Gattungen, T'hermo- 
polyspora, Thermomonospora und Pseudonocardia aufzustellen. Ferner 
habe ich versucht, die Gattungen Streptomyces Waksman u. Henrici 
sowie Thermoactinomyces Tsiklinsky unter Verwendung von bisher nicht 
beriicksichtigten morphologischen Merkmalen neu zu charakterisieren. 


* Die von 1954 bis 1956 mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrten Untersuchungen wurden von Herrn Oberregierungs- 
rat Dr. H. Borrets angeregt und geleitet. Fiir die Bereitstellung der Mittel sei 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft an dieser Stelle verbindlichst gedankt. 
Danken moéchte ich auch Herrn Professor A. KaLELA und Herrn Professor 
U. VartiovaaRA, durch deren freundliches Entgegenkommen es mir méglich war, 
in Helsinki/Finnland abschlieBende Untersuchungen durchzufiihren und noch 
einige weitere Photographien anfertigen zu lassen. Fraulein Ursula HecueL danke 
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Methodik 


Auf die Schwierigkeiten, welche die Isolierung thermophiler, sapro- 
phytischer Actinomyceten bereitet, wurde in der Literatur wiederholt 
hingewiesen (WaKsMAN u. Mitarb. 1939, ForsyTH u. WEBLEY 1948, 
Kata 1952). Ein Grund hierfiir liegt wohl darin, daB die Mehrzahl der 
Arten, wie sich bei der vorliegenden Untersuchung herausstellte, am 
besten unter SauerstoffausschluB gedeiht und die anaerobe Ziichtung 
bei hdheren Temperaturen eine besondere Technik erfordert. Die Iso- 
lierung und Reinziichtung von Stémmen in groRerer Zahl gelang erst 
mit Hilfe der fiir die neuen Verhaltnisse passend abgedanderten Weck- 
glasmethode von CLAUSEN (1931). 


Anreicherung und Isolierung 


Die Anzucht der Actinomyceten erfolgte in feuchten Kammern (Deckel- - 
glaser oder Original Weckglaser von 3 1 Inhalt) bei 50 und 60°C. Fiir die An- 
aerobenziichtung wurde der Sauerstoff in den Weckglisern durch Absorption mit 
alkalischer Pyrogallollésung entfernt: In ein Becherglas wurden zu 30 ml 20% iger 
Pyrogallollésung 30ml 20%ige Sodalésung gegeben. Der Deckel wurde dann 
sofort auf den angefeuchteten Gummiring aufgesetzt und in iiblicher Weise mit 
einer Klammer festgehalten. Nach Einstellen in den Thermostaten entsteht im 
Glas ein leichter Unterdruck, durch den sich das Glas schlieBt. Die verwendete 
Menge alkalischer Pyrogallollésung ist nach JANKE (1946) ausreichend, um den 
Sauerstoff aus etwa 61 Luft zu binden. Die Weckglaser zu evacuieren (vgl. 
CLAUSEN) erwies sich als unvorteilhaft, da sie wegen der bei hoher Temperatur 
entstehenden Spannungen leicht zerspringen. Bei dieser Anwendungsform der 
alkalischen Pyrogalloll6sung wurde kein hemmender Einflu8 auf das Wachstum 
der Kulturen festgestellt. Dagegen konnte mit der Burri-Methode bei keinem 
der Stémme Wachstum erzielt werden. Fiir die Anzucht der Kulturen und die 
Untersuchung ihrer physiologischen EKigenschaften dienten folgende Nahrmedien, 
die stets mit iiber Quarz destilliertem Wasser angesetzt und mit Soda neutralisiert 
wurden. 


Stammlésungen: aqua dest. 1000; K,HPO, 0,2; MgSO,: 7 H,O 0,3; CaCO, 
0,2; FeSO,: 7 H,O 0,005; Difco yeast extract 0,1; Difco casamino acids 0,1; dazu 
kamen folgende Stickstoffquellen (g/l): 


Bezeichnung der Naihrlésung I Il IIr IV Vi 
NENG ee Ceca 0,2 0,3 — od -= 
Hlarnstotress ts, Melitan 0,1 0,15 0,25 — -- 
Casein (in 10 ml 0,1 n 

NaOH gelést) .... 0,2 --- — 0,2 
Asparagine. se. Ro 0,25 — —- — — 
(SWE DAE UXO Soar. ae — + —— 0,5 — 
PO DEONME A aulle ascites gusts — 0,2 ~~. a = 


Samtlichen festen Nihrbéden wurde 1,5% Agar zugesetzt. 


Nahrsalz-Agar, Nahrlésung III oder IV. — Cellulosedextrin- Agar. Nahr- 
lésung I, H, II, 1V oder V unter Zusatz von 0,4°% wasserunléslichem Cellulose- 
dextrin. Das Cellulosedextrin wurde durch die Einwirkung kalter Séure auf Watte 
gewonnen (Methode nach FuLLEr u. Norman, 1942). 20 g reiner Watte wurden mit 
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200 ml 72% iger H,SO, unter Eiskiihlung in einer Porzellanschale mit einem 
Pistill zu einem méglichst homogenen Brei verrieben. Watte, Schale und Saure 
waren zuvor gut gekithlt worden. Nach 1- bis 114stiindigem Stehen in Eiswasser 
wurde die Masse in 1200 ml eisgekiihltes Aqua dest. eingegossen, nach Filtration 
durch Gaze der Riickstand im ,,Starmix‘“‘ zerkleinert, durch ein Faltenfilter filtriert 
und nach dem Auswaschen mit verdiinnter Sodalésung neutralisiert, wieder fil- 
triert und ausgewaschen und schlieBlich in etwa 600 ml Aqua dest. aufgenommen. — 
Starke-Agar. Stammlésung IV mit 0,2% ldslicher-Starke (Merck). — Aspara- 
gin-Glycerin-Agar. Aqua dest. 1000; K,HPO, 0,2; MgSO, - 7 H,O 0,3; FeSO, - 
7 H,O 0,005; Difco yeast extract 0,1; Asparagin 0,5; Glycerin 4 ml. — Casein- 
Glucose-Agar nach JENSEN (1931). Aqua dest. 1000; K,HPO, 0,5; MgSO,- 7 H,O 
0,2; Glucose 2; Casein (gelést in 10 ml 0,1 n NaOH) 0,2. — Czapek-Agar (nach 
Waxsman, 1950) Aqua dest. 1000; NaNO, 2; K,HPO, 1; MgSO, - 7 H,O 0,5; 
FeSO,-7 H,O 0,01; Saccharose 30. — Fleischextrakt-Agar. Aqua dest.; Difco 
nutrient broth 0,8%. — Hefe-Agar. Aqua dest.; Difco yeast extrakt 0,59. — 
Hefe-Glucose-Agar. Aqua dest.; Difco yeast extract 0,594; Glucose 1%. — 
Vitambaktnahrlésung. Aqua dest. 1000; Vitambakt 10 (Praparat der Firma 
,,Vitam Fabrik Biologischer Praparate“ in Hameln); Pepton 5; Glucose 10. — 
Kartoffel-Agar I (nach Batpacct u.a. 1954). Leitungswasser 1000; geschalte Kar- 
toffeln 200; Glucose 20. — Kartoffel-Agar II (nach Waxsman, 1950). Leitungs- 
wasser 1000; geschalte Kartoffeln 500; Pepton 10; Fleischextrakt 10; NaCl 5. Fir 
die beiden Kartoffelnahrbéden wurden die Kartoffeln in kleine Stiicke geschnitten 
und in 400 ml Wasser 3/, Std gekocht, durch Gaze filtriert, der Extrakt zu den in 
500 ml Wasser gelosten iibrigen Substanzen zugesetzt und nochmals %/, Std ge- 
kocht. Nach dem Abkiihlen wurde auf 1 | aufgefiillt, neutralisiert, gefiltert und Agar 
zugesetzt. Fiir die Bestimmung der Nitrat-Reduktionsfahigkeit erhielt die Fleisch- 
extraktnahrlésung 0,05% KNO3. 

Als Gelatinenahrbéden diente eine 12% ige Lésung einer Gelatine von Merck 
in Aqua dest. und als Nahrgelatine eine Lésung von 10% Vitambakt, 5% Pepton 
und 12% Gelatine in aqua dest. 

Fiir die Anreicherung wurden Mistproben gewoéhnlich einer Stapelschicht mit 
einer Temperatur von 50—60° C entnommen, stiickweise entweder auf ein ange- 
feuchtetes, steriles Rundfilter, das sich in einer Petrischale auf Nahragar befand, 
aufgelegt oder in Reagensglaser eingetragen, die mit 8 ml Stammlésung I oder II 
und Filtrierpapierstreifen versehen waren. Die Schalen und Rohrchen wurden unter 
aeroben und anaeroben Bedingungen bei 50 und 60° C aufgestellt. Nach wenigen 
Tagen waren die Rundfilter wie die Papierstreifen oberhalb der Fliissigkeit mit 
verschiedenfarbigen Actinomycetensporen bedeckt, die abgeimpft werden konn- 
ten. Zur Isolierung einer bestimmten Art wurden auch Sporen aus Hangetropfen- 
kulturen oder von Mistteilchen mit weitgehender Monokultur unmittelbar auf die 
Nahrbéden ausgestrichen. 

Die Isolierung und Reinziichtung der Stamme erfolgte durch fraktioniertes 
Ausstreichen auf verschiedene Nahrbéden. Besonders eigneten sich hierfiir Cellulose- 
dextrin-, Nahrsalz- und Glucose-Casein-Agar. 

Die Prifung auf Reinheit geschah in einfacher Weise durch Anzucht der 
Actinomyceten in Vitambaktlésung. Bei Anwesenheit von Bakterien triibt sich 
die Lésung nach 1—4 Tagen. Die Probe versagt allerdings dann, wenn die Bak- 
terien nur in enger Symbiose mit dem Actinomyceten gedeihen und dieser selbst 
nicht oder kaum in der Vitambaktlésung wachst. Diese Schwierigkeit ergab sich 
bei einem Stamm von Thermoactinomyces glaucus (Stamm Ay). Dann ist es not- 
wendig, die Reinheit morphologisch in Hangetropfenkulturen zu priifen. 

Die Stammkulturen wurden bei 5—10° C aufbewahrt. 
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Morphologische Untersuchung 


Morphologisch wurden die thermophilen Actinomyceten unter 3 verschiedenen 
Kulturbedingungen untersucht, als Agarkolonien, im Hangetropfen und in Auf- 
wuchspraparaten nach dem Kontaktverfahren von CHoLopNY-RossI. 

Die Untersuchung wachsender Agarkolonien zur Klarung morphologischer 
Verhialtnisse bei den Actinomyceten wurde vor allem von ORSKOV (1923) angewandt 
und spiiter von JENSEN (1930, 1931) itbernommen. Im Unterschied zu ORsKov habe 
ich nicht Bléckchen aus Agarplatten herausgeschnitten, sondern die Platten un- 
mittelbar mikroskopisch betrachtet. Damit das Objektiv nicht beschlagt, miissen 
die Platten vorher geniigend abkiihlen. Eine etwa 400fache VergréBerung laBt alle 
systematisch wichtigen Hinzelheiten erkennen. 

Fir die Hangetropfenkulturen wurden die Stammlésungen I oder II mit 
einem Zusatz von 1% Saccharose und 0,5°% Glucose verwendet. Die Deckglaschen 
wurden auf den Hohlschliffobjekttragern mit fliissigem Paraffin befestigt und die 
Kulturen dann zu zweit in Petrischalen unter den gewiinschten Anzuchtbedin- 
gungen aufgestellt. Die meisten Arten bilden nach 1—4 Tagen reichlich Luftsporen. 
Es gelingt jedoch nicht jede Kultur, da die Tropfen oft mehr oder weniger stark 
austrocknen. Haufig wurde beobachtet, daB eine Mischkultur mit Bakterien das 
Wachstum der Actinomyceten begiinstigt. 

Beiden Aufwuchs- oder Kontaktversuchen (iiber Einzelheiten vgl. spatere 
Mitteilung dieser Zeitschrift) wurden Deckglischen in ein Gemisch von Stroh 
und Nahrlésung, das sich bei hGheren Temperaturen zersetzte, eingesteckt und je- 
weils nach 1—6 Tagen untersucht. Die klarsten Bilder entstanden, wenn die Deck- 
glaschen auf das Stroh nur aufgelegt wurden. Die Actinomyceten bewachsen dann 
vom Rande aus die Oberflache. Unter dem Mikroskop, mit der bewachsenen Seite 
nach oben betrachtet, war an solchen ungefirbten, lebenden Priparaten z. B. be- 
sonders deutlich die Abzweigung der Lufthyphen von den Substrathyphen zu er- 
kennen. 

Fixiert wurden die Praparate iiber der Flamme, gefairbt 5 min mit Karbol- 
Erythrosin (1% Erythrosin in 5%igem Carbolwasser) und nach Abspiilen mit 
Wasser 15 min mit Gentianaviolett (H,O 20 + ges. alkoh. Gentianaviolett 1) und 
dann in Caedax eingebettet. 

Fir photographische Aufnahmen eignen sich gefarbte wie ungefarbte Pra- 
parate aus den Hangetropfenkulturen und Kontaktversuchen. Die Agarkolonien 
auf den Platten lassen sich nur bis zu 150facher VergréBerung befriedigend scharf 
abbilden, so daB Einzelheiten des Hyphenwachstums dieser Kolonien vorlaufig nur 
zeichnerisch dargestellt werden konnten. 


Morphologie und Entwicklung 


Orskov (1923) unterscheidet bei den Actinomyceten ein Substrat- 
mycel und ein Luftmycel. Das Substratmycel wird in der neueren Lite- 
ratur vielfach als vegetatives Mycel bezeichnet (JENSEN, WAKSMAN 1950 
u. a.). Hier seien die Benennungen von OrsKov beibehalten und unter 
Substratmycel alle Hyphen oder Hyphenteile verstanden, die sich inner- 
halb der Agarschicht bzw. Nahrlésung befinden, und unter Luftmycel 
alles,-was tiber die Mediumoberfliiche hinausragt. 


Die Substrathyphen sind bei den Streptomycetaceen etwa 0,5—1,1 « breit 
und gewohnlich nicht septiert (ORskov 1923, Jensen 1931, WaxsMAN u. HeEn- 
ricrt 1943). Nur wenige Stiémme mit Querwandbildung unter bestimmten auBeren 
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Bedingungen wurden bisher beschrieben (OrsKoy 1923, 1938, JENSEN 1931). Die 
normale Querwandlosigkeit der Substrathyphen wurde neuerdings durch die elek- 
tronenoptischen Untersuchungen yon CarvasaL (1946) bestatigt. Er konnte bei 
Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman u. Henrici nur in alten Hyphen gelegent- 
lich Querwande beobachten. 

Bei 10 der 11 vorliegenden thermophilen Actinomycetenarten wurden 
niemals Septierungen des Substratmycels festgestellt. Die 11. Art bildet 
dagegen regelmaBig unterbrochene Substrathyphen. Das ist in lebendem, 
ungefarbtem Material nicht immer gut zu erkennen, stets jedoch nach 
dem Fixieren und Farben. Beim Absterben zerfallen die Substrathyphen 
der thermophilen Arten wie die der mesophilen in unregelmafig groBe 
Bruchstiicke, ein Vorgang, der von den ersten Bearbeitern der Acti- 
nomyceten haufig fiir eine Segmentierung und Fragmentation gehalten 
wurde. 

Die Verzweigung der Substrathyphen wird in der Literatur 
allgemein als monopodial beschrieben. 

Nach LizsKe (1921) werden Nebenachsen der Hauptachse bald gleichwertig, so 
daB nach kurzer Zeit die Hauptachse nicht mehr festzustellen ist. Die Art der Ver- 
zweigung bei verschiedenen Streptomycetaceen wurde gelegentlich abgebildet 
(u. a. KRASILNIKOV, tibernommen von WaksMAN 1950). Als systematisches Merk- 
mal fand sie bisher keine Verwendung. 

Die Form der Verzweigung wie der Verlauf der Substrathyphen treten 
weder an Agarkolonien noch bei submersen Kulturen deutlich in Er- 
scheinung. Hin klares Bild des Verzweigungssystems bietet sich dagegen 
beim Aufwachsen der Hyphen auf Glas. In den Grundzitigen ist dieses 
Verzweigungssystem artspezifisch und seine Ausbildung vom Milieu weit- 
gehend unabhangig; denn auf Praparaten aus Hangetropfenkulturen wie 
aus Kontaktversuchen, die also verschiedenen physiologischen Bedin- 
gungen entsprechen, wurde fiir eine Art stets das gleiche Verzweigungs- 
bild beobachtet. Der Hyphenverlauf ist haufig gewunden (Abb. 10, 34 
u.a.), seltener gradlinig (Abb. 18, 22) oder zickzackférmig (Abb. 40). 
Die Hauptachse kann bald in zwei oder mehr gleichstarke Nebenachsen 
aufspalten (Abb. 10,15). Das Verzweigungsbild ist gewohnlich, bei 
wenig gewundenem Verlauf der Hyphen und geringerer Verzweigung, 
klar; selten, und zwar bei Bildung von zahlreichen stark gewundenen 
bzw. zuriickgebogenen Seitenasten, wirkt es verworren (Abb. 34). 

Uber die Entstehungsweise der Lufthyphen und damit den 
- Entwicklungsverlauf der Actinomyceten bestehen zwei Anschau- 
ungen: 

OrsKkov (1923), ErrKson (1919), CarvasaL (1946) u. a. stellten eine unmittel- 
bare Abzweigung der Lufthyphen von den Substrathyphen fest. Dabei konnen von 
einer Substrathyphe mehrere Lufthyphen gebildet werden (vgl. Abb. 10, 11). Nach 
KLIENEBERGER-NoBEL (1947) dagegen bildeten sich im Substratmycel, von ihr 


primares Mycel genannt, ,,Nester durch Hyphenzusammenballungen. Hier ver- 
schmelzen die Hyphen, und an den Verschmelzungsstellen entstehen , Initialzellen“. 
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Die ,,Initialzellen‘’ lésen sich aus dem Hyphenverband und keimen zum sporen- 
bildenden Luftmycel, dem ,,sekundaren Mycel‘‘, aus. DICKENSON u. MacpoNnaLD 
(1955), die ebenfalls an der Generationsfolge von primarem und sekundarem Mycel 
festhalten, fanden eine Hyphen-Zusammenballung nur gelegentlich und halten sie 
fiir die Fusion nicht notwendig. Nach ihren Beobachtungen bilden sich die ,,Initial- 
zellen‘‘ an Verschmelzungsstellen von zwei Hyphen oder einfach intercalar. CaR- 
VAJAL (1946) stellte haufig eine Fusion von Hyphen fest. Angaben iiber intercalare 
Verdickungen, gewohnlich Chlamydosporen genannt, finden sich in verschiedenen 
alteren Arbeiten (DRECHSLER, 1919 u. a.). 


Die vorliegende Untersuchung der thermophilen Actinomyceten fiihrte 
zu folgenden Ergebnissen: Eine Fusion von Substrathyphen und Bildung 
von Chlamydosporen an den Verschmelzungsstellen oder intercalar ist 
bei mehreren Arten hiéufig, ebenso eine charakteristische Zusammen- 
rollung der Hyphen, die den ,,Nestern‘ gleicht. Die Chlamydosporen 
gehéren stets dem Substratmycel an, die Hypheneinrollungen werden 
dagegen vom Luftmycel gebildet. Sie entstehen durch die Einrollung 
einer Hyphe allein oder von mehreren zusammen (Abb. 13, 35, 37). Die 
Unterscheidung zwischen Substrat- und Lufthyphen ist an gefarbten 
Aufwuchspraparaten schwierig; denn die Beobachtung von ORsKOV 
(1923) und Jensen (1931), daB die Lufthyphen dicker als die Substrat- 
hyphen sind, trifft nicht fiir alle Arten zu, sondern gilt hauptsachlich fiir 
die Arten der Gattung Streptomyces. In Agarkolonien konnte jedoch ein- 
wandfrei die Bildung der Hypheneinrollungen im Luftmycel festgestellt 
werden. Sie entstehen gleichzeitig mit den Luftsporen. Verdickungen, die 
den _,,Initialzellen“’ entsprechen kénnten, wurden in diesen Hyphen- 
zusammenlagerungen nie beobachtet. Wie die meisten friiheren Autoren so 
habe ich ebenfalls niemals ee Entwicklung der Lufthyphen aus den 
Chlamydosporen (= ,,Initialzellen*‘) feststellen kGnnen. Die Lufthyphen 
werden auch bei allen thermophilen Arten unmittelbar aus dem Sub- 
stratmycel gebildet. Am hiaufigsten ist die Entwicklung von Seiten- 
asten der Substrathyphen zu Lufthyphen, wie sie von OrsKov, ErrKson, 
CaRVAJAL u. a. beschrieben wird (Abb. 3, 10, 16). Daneben kénnen sich 
bei manchen Formen auch terminale Substrathyphenteile zu Lufthyphen 
umbilden. Zwei der untersuchten Arten unterscheiden sich von allen 
anderen durch eine dritte Form der Luftmycelbildung. Vor allem in 
alteren Kulturen ragen Teile der Substrathyphen bogenférmig tiber die 
Agaroberfliche hinaus (vgl. Abb. 1, Typ 4). Sind diese Bogen besonders 
lang, so entstehen verbindende Lufthyphen zwischen den einzelnen 
Kolonien (Abb. 30). Durch diese Entstehungsweise der Lufthyphen ist 
das Luftmycel der Agarkolonien dieser Arten im Unterschied zu dem 
aller anderen nicht scharf umgrenzt (vgl. Abb. 33 mit 2, 9, 14, 26). 

Alle Lufthyphen, ganz gleich wie sie sich aus den Substrathyphen 
entwickeln, sind zur Bildung von Luftsporen befahigt. In der Ent- 
stehungsweise der Luftsporen lassen sich zwei Grundtypen unterscheiden. 
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Entweder bildet sich die Lufthyphe vollstindig in mehr oder weniger 
lange Sporenketten mit basipetaler Sporenreife um (Abb. 4, 8, 11, 39, 
1 Typ 1), oder die Sporen entstehen als Einzelsporen bzw. als Sporen- 
ketten an der Spitze von kurzen Sporentragern entlang der ungeteilt 
bleibenden Lufthyphe, wobei die Bildung der Sporen an der Basis be- 
ginnt und die Lufthyphe im Endstadium zusammen mit den Sporen 


lee ips si ale 


Abb. 1. Entstehungsweise der Lufthyphen und Luftsporen bei den Streptomycetaceen (schematisch). 

Typ 1: Streptomyces-Typ (Streptomyces rectus), Typ 2: Thermopolyspora-Typ (Thermopolyspora 

bispora), Typ 3: Thermomonospora-Typ (Thermomonospora curvata), Typ 4: Thermoactinomyces-Typ 
(Thermoactinomyces glaucus) 


tragenden Sporophoren wie ein Sporenstand wirkt (Abb. 1, Typ 2—4, 
Abb. 15, 16, 21, 24). Die Einzelsporen konnen kopfig bis traubig (Abb. 20, 
21) oder kniuelig bis ahrig (Abb. 19 links, 24, 29) angeordnet sein oder 
ganz locker stehen (Abb. 31). Sie werden gewohnlich an einfachen und 
verzweigten Tragern gebildet, seltener sitzen sie der Hyphe auf. Bei 3 der 
4 Arten mit Einzelsporen werden ausschlieflich Einzelsporen gebildet, 
bei der 4. Art daneben regelmaBig Sporenketten mit 2 oder 3 Sporen. 
Verzweigungs- und Spiraltypen der Luftsporenketten bei mesophilen 
Arten sind von DrEcHSLER (1919) beschrieben worden. Auch er und 
OrsKov erwihnen die basipetale Sporenreife. Bei den thermophilen 
Arten sind die Sporenketten gerade, geknauelt oder spiralig. Die charak- 
teristische Form der Sporenketten in Knaueln und Spiralen ist nur im 
gut entwickelten Endstadium zu sehen. Denn, wie bereits mehrfach 
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beschrieben (vgl. ErrKson 1949), bilden die Arten mit geraden Sporen- 
ketten niemals gebogene oder spiralige Ketten, die Arten mit geknéuelten 
oder spiraligen Sporenketten jedoch hiufig gerade oder leicht gebogene 
Lufthyphen. Besonders bei Hangetropfenkultur gehen die Lufthyphen 
vielfach bereits im geraden oder leicht gebogenen Anfangsstadium in 
Sporenbildung tiber. Die Sporenbildung in den Ketten geht entweder bis 
zum Grunde der Hyphe, oder es verbleibt ein steriles Basalstiick. Das- 
selbe beobachtete auch CARVAJAL (1946) im Gegensatz zu ORsKov (1923) 
und DREcHSLER (1919), nach denen stets ein steriler Hyphenteil unter- 
halb der Sporenkette erhalten bleibt. Uber die Art, wie die Sporen in den 
Ketten voneinander getrennt werden, bestehen seit dem Beginn der 
Actinomycetenforschung bis in die jiingste Zeit zwei Auffassungen: Vor 
allem OrsKov (1923) vertrat die Ansicht, daB nicht Septen, sondern nur 
leere Réume zwischen die Sporen eingeschaltet sind. CarvasaL (1946) 
und Vernon (1955) untersuchten die Verhiltnisse elektronenoptisch. 
Nach Carvasau werden erst Septen und dann Einschniirungen gebildet, 
nach VERNON finden sich zwischen den Sporen weniger dichte Partien 
des Zellinhaltes, die wie Septen erscheinen. Querwande sind bei den 
thermophilen Arten weder in den Sporenketten (Abb. 5, 39) noch bei 
Bildung der Einzelsporen erkennbar. 

Die Sporen der thermophilen Arten sind meistens rund oder oval mit 
einem Durchmesser von 0,8—2 yu, seltener zylindrisch (Abb. 39), wobei 
die Lange zwischen 2,5 und 5 wu variiert. Auch bei mesophilen Formen 
sind die zylindrischen Sporen verschieden groB (JENSEN 1931). 

Sporenbildung im Substratmycel wurde von OrsKov (1923, 1938) 
und JENSEN (1931) fiir Agarkolonien sporenkettenbildender Formen be- 
schrieben. RegelmaBige Versporung von Substrathyphen zeigte auch 
eine thermophile Art mit Luftsporenketten. Die Substratsporen wurden 
bei Anzucht auf Agarnahrbéden und noch zahlreicher in Hangetropfen- 
kulturen gebildet (Abb.41, wegen Schrumpfung an fixiertem und gefirb- 
tem Material nicht so deutlich zu erkennen wie an lebendem). Luft- 
sporen wie Substratsporen wachsen zum Substratmycel aus. Die Ent- 
wicklungsméglichkeiten bei den thermophilen Actinomyceten sind in 
folgendem Schema dargestellt : 


y | 
Luftspore — Substratmycel — Luftmycel + Hypheneinrollungen 


ae y 
Substratsporen 2 


Systematisch wichtige physiologische Eigenschaften 


Systematisch wichtige physiologische Eigenschaften der Actinomy- 
cetenarten sind die Entwicklung sowie Luftmycel- und Pigmentbildung 
auf verschiedenen Nahrbéden, die hydrolytischen und proteolytischen 
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Fahigkeiten, die Reaktion auf verschiedene Temperaturen und der 
Sauerstoffbedarf. Neben den Standardnihrbéden wie Kartoffel-Agar 
nach WaxksmMANn (1950) und Baupaccr (1954), Czapekagar, Casein- 
Glucose-Agar nach JeNsEN (1931), mit Difco-Praéparaten angesetztem 
Fleischextrakt- und Hefe-Agar fanden noch einige andere Nahrbéden 
Verwendung (vgl. 8.374f.), die unter zahlreichen daraufhin untersuchten 
Substraten ein irgendwie charakteristisches Wachstum ergeben hatten. 
Als Stickstoffquellen eigneten sich Ammonphosphat, Asparagin und 
Harnstoff besser als Nitrat. Die Pigment- und Luftmycelbildung variiert 
bei den thermophilen Actinomyceten wie bei den mesophilen (ORSKOV 
1923, JensEN 1931 u. a.) mit den gebotenen Substanzen. Luftsporen 
werden, wie zuerst OrsKOV beschrieb, vor allem auf nahrstoffarmen 
Béden wie Nahrsalz-Agar und von vielen Arten auf Cellulosedextrin- 
Agar gebildet. Weiterhin erwies sich Asparagin-Glycerin-Agar als ge- 
eignet. Auf komplexen anorganischen Nahrmedien wie z. B. Fleisch- 
extrakt- oder Hefe-Agar wurde vielfach reichlich Luftmycel entwickelt, 
das jedoch nicht sporuliert. Ein Zusatz von Glucose kann die Lutft- 
mycelbildung hemmen oder férdern. Je besser das Wachstum ist, desto 
dunkler ist die Farbung bei pigmentierten Kolonien; sie schwankt von 
schwach gelblich bis dunkelorange oder ockerbraun. Bei mesophilen 
Arten beobachtete v. PLorHo (1940) einen tieferen Farbton bei besserer 
Ausnutzung der Kohlenstoffquelle. 

Die Mehrzahl der thermophilen Arten gedeiht besser unter anaeroben 
als unter aeroben Bedingungen. Man kann sie als fakultativ aerob be- 
zeichnen. Die Bevorzugung von anaeroben Bedingungen ist bei den ein- 
zelnen Arten verschieden stark ausgepragt und besonders bei frisch iso- 
lierten Kulturen deutlich. Arten, die anfanglich nur unter Sauerstoff- 
ausschluB isoliert werden konnten, gediehen spiter auch gut mit Sauer- 
stoff, allerdings nur bei der optimalen Temperatur. An den Temperatur- 
grenzen wird die Entwicklung stets durch Sauerstoffausschlu8 gefordert. 
Kultiviert wurde bei 28, 40, 50, 60 und 70° C. Den Bezeichnungen der 
verschiedenen Temperaturanspriiche liegt die Terminologie von GYLLEN- 
BERG (1951) zugrunde. Die meisten der untersuchten Arten sind euryther- 
mal oder stenothermal thermophil. Bei beiden Gruppen liegt das Tem- 
peraturoptimum iiber 50°C; die eurythermal Thermophilen gedeihen 
noch bei 28° C, die stenothermalen nur noch iiber 50° C. Hier seien zu 
den eurythermal Thermophilen auch diejenigen Arten gestellt, die nicht 
mehr bei 28°C, wohl aber noch bei 40° C wachsen. Kine Art erwies sich als 
thermotolerant mesophil, sie wuchs gleich gut bei 28—50° C. 

Ein deutlicher Einflu8 der Temperatur ist auf die Luftmycelbildung 
festzustellen. Sie ist an den optimalen Temperaturbereich gebunden. 
Als Beispiel sei die Entwicklung einer fakultativ aeroben, stenothermal 
thermophilen Art, Thermopolyspora bisporan.sp., beschrieben: Wachstum 
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und Luftmycelbildung sind bei 50° und 60° C unter aeroben wie an- 
aeroben Bedingungen gut, darunter findet keine Entwicklung mehr 
statt, dariiber nur unter anaeroben Bedingungen. Dann sind Wachstum 
und Luftmycelbildung auch noch bei 65° C gut. Bei 70° C ist das Wachs- 
tum gut, aber Luftmycel und Sporen werden nicht mehr gebildet. 

Ein Einflu8 des Sauerstoffdrucks auf die Segmentierung der Sub-— 
strathyphen, z. B. eine Anderung von kurzhyphigen anaeroben zu lang- 
hyphigen aeroben Formen, wie LiesKE (1921) sie beschreibt, habe ich 
niemals festgestellt (Lit. zusammenfassend zitiert bei JENSEN 1931). 

Die physiologischen Eigenschaften, ausgenommen die Fahigkeit, 
Gelatine zu verfliissigen, blieben wahrend der Untersuchungszeit im 
wesentlichen unverandert. Auch sporenlos oder pigmentlos gewordene 
Kolonien oder Sektoren einer Kolonie (vgl. vor allem LresKe) habe ich 
nicht beobachtet. 


Die Konstanz der physiologischen Eigenschaften bei mesophilen Formen wird 
von OrsKov (1923), Temper (1931), Rrppen u. WirrErR (1934), KtsTer (1955) u. a. 
betont. Im Gegensatz hierzu stehen vor allem die Befunde von LikskeE (1921), 
der z. B. Uberginge von sporenlosen, roten Formen zu farblosen mit weiBen Luft- 
sporen beschreibt. Lirskr hat nur Ausstrichpraparate betrachtet, die nichts uber 
den Bau von Substrat- und Luftmycel aussagen (Kritik der Methode bei Orskov 
1923). Er war daher nicht in der Lage, die Ordnung der Actinomycetales nach 
morphologischen Gesichtspunkten aufzuteilen, noch weniger, die Arten mor- 
phologisch zu unterscheiden. Es erscheint daher durchaus méglich, wenn auch 
nicht sicher, daB im obigen Falle Sporen der farblosen Form als Verunreinigung 
in die Kultur der roten Form gelangten und im Laufe der Zeit selektiert wurden. 
Verunreinigungen durch einzelne Sporen einer anderen Art sind offenbar auch 
bei den vorliegenden Untersuchungen einige Male aufgetreten (vgl. Herkunft von 
Streptomyces thermoviolaceus n.sp. Stamm A,, und Streptomyces thermovulgaris 
n.sp. Stamm £,;). 


Kennzeichnung der Arten 

Wie die Bakterien so sind auch die Actinomyceten bisher haupt- 
sichlich nach ihren physiologischen Eigenschaften in Arten unterteilt 
worden. Vielfach werden Stémme mit charakteristischen physiologischen 
Merkmalen als Artgruppe zusammengefaBt (‘‘species group” nach 
WAKSMAN tibernommen von JENSEN 1931, ‘“‘series’’ nach BaLpacct 
u. a. 1954). Banpaccr u. Mitarb. beriicksichtigen fiir die Kennzeichnung 
der Artgruppen besonders die Farben des Substratmycels und des Luft- 
mycels, die nach ihrer Ansicht konstanter sind als die Farbung des 
Substrats, nach der sich WAKsMAN richtet (in BERGEYs Manual 1948, 
S. 929—933). Sie trennen die Arten auf Grund enzymatischer und anti- 
biotischer Fahigkeiten sowie nach den ins Substrat ausgeschiedenen 
wasserloslichen Pigmenten. Nur wenige morphologische Merkmale, wie 
z. B. die Form der Sporenketten oder die Linge und Verzweigung der 
Conidientrager sowie die Form der Conidien werden bei der Beschreibung 
der Arten mit erwaihnt (z. B. Berazys Manual 1948, KRastunrKov 1941). 
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Vor allem DREcCHSLER (1919) und KRrasinnrKov (zit. bei Waksman 1950, 
S. 57) stellten fest, daB die Form der Sporenketten ein konstantes Art- 
merkmal ist. OrsKov unterscheidet die Actinomyceten ebenfalls nach 
der Form der Sporenketten, meint jedoch, dai die Unterschiede zu 
variabel (vgl. dazu 8.379) und nicht gro®B genug waren, um danach die 
Arten geniigend klar beschreiben zu kénnen. Waxsman (1940) erwahnt, 
daB die Gattung Streptomyces nach der Form der Sporenketten in fiinf 
Gruppen aufgeteilt werden kann, verwendet jedoch fiir die Aufschliisse- 
lung der Arten nur physiologische Higenschaften (BERGEYs Manual 1948, 
S. 929—933). 

Fir die Kennzeichnung der von mir untersuchten thermophilen 
Actinomyceten fanden in erster Linie morphologische Eigenschaften 
Beriicksichtigung. Entstehungsweise und Anordnung der Luftsporen 
wie das Verzweigungsbild des Substratmycels diirften als Merkmale 
ausreichen, um eine Art zu charakterisieren. Von geringerer taxonomi- 
scher Bedeutung erscheinen die Dicke der Substrat- und Lufthyphen 
sowie die Form und Gré8e der Sporen, die meist nur in geringen Grenzen 
schwanken (vgl. allerdings 8.412 Fuaie u. Mitarb.!). Die hier nach 
morphologischen Gesichtspunkten den Arten zugeordneten Stémme 
stimmen auch in den physiologischen Merkmalen im allgemeinen gut 
iiberein. Stéimme, die morphologisch gleich sind, sich jedoch in einem 
hervorstechenden physiologischen Merkmal unterscheiden, werden von 
mir als Unterarten aufgefaBt. 

Auch bei den thermophilen Arten scheint die Fahigkeit zur Aus- 
scheidung eines Pigments in das Substrat eher zu variieren als die Kigen- 
farbe der Kolonien. Niemals wurden hier Stamme beobachtet, die in der 
Koloniefarbe differierten und sonst miteinander tibereinstimmten. Da- 
gegen unterschieden sich zwei isolierte Stamme, die in allen morpho- 
logischen und den meisten physiologischen Kigenschaften gleich waren, 
in der Fahigkeit, einen Farbstoff auszuscheiden. 


Systematik der thermophilen Actinomyceten 


Eine Zusammenstellung der wichtigsten Actinomyceten-Systeme findet sich 
bei WaxsMan (1950). Ich beschranke mich hier auf eine kurze Wiedergabe der 
Einteilungsprinzipien von WaksMAN und JENSEN. Waxsman (1940, 1950, Waks- 
MAN u. CorKE 1953) unterteilt die Actinomycetales in die Familien der Actinomy- 
cetaceae und Streptomycetaceae. Das Substratmycel ist bei den Actinomycetaceen 
septiert und zerfallt in verschieden gestaltete Bruchstiicke, bei den Streptomy- 
cetaceen ist es ungeteilt. Zu den Streptomycetaceen gehoren die Gattungen Strep- 
tomyces, Arten mit Luftsporen in Ketten, Micromonospora mit Einzelsporen ohne 
Luftmycel und Thermoactinomyces mit Einzelsporen, die vom Luftmycel gebildet 
werden. 

Jensen (1931), der wie OrsKov (1923) auch bei den Streptomycetaceen! For- 
men mit regelmaBig septiertem und fragmentiertem Substratmycel fand — seine 


1 Nach Jensens Nomenklatur Actinomycetaceen. 
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Gruppe I B —, wahlte fiir die Abgrenzung dieser Familie von den Actinomy- 
cetaceen! die Bildung von Sporen. Die Gattungen der Streptomycetaceen trennte 
er gemiB dem Entstehungsort der Sporen: Sie werden bei Micromonospora vom 
Substratmycel, bei Streptomyces vom Luftmycel gebildet. 

Wie Jensen halte auch ich die Bildung von Sporen fiir ein bedeuten- 
deres Kriterium fiir die Trennung der Familien der Actinomycetales als 
die Segmentierung des Substratmycels, da es unter den thermophilen 
Actinomyceten ebenfalls eine Luftsporen bildende Art mit septierten 
Substrathyphen gibt. Als Merkmale fiir die Aufstellung der Gattungen 
verwende ich die Segmentierung und die Fahigkeit zur Sporenbildung des 
Substratmycels, die Entstehungsweise der Lufthyphen und die Art der 
Luftsporenbildung. 

Bei den Formen mit ungeteiltem Substratmycel lassen sich nach der 
Entstehungsweise der Lufthyphen und Art der Luftsporenbildung 
4 Gruppen unterscheiden: 


Gruppe I. Die Lufthyphen entwickeln sich aus seitlichen Asten der Substrat- 
hyphen und bilden sich vollstindig zu langen Sporenketten um (Abb. 1, Typ 1). 
Sporenbildung basipetal. 

Zu dieser Gruppe gehért die Mehrzahl der Arten der Gattung Streptomyces 
Waksman u. Henrici. 

Gruppe II. Die Lufthyphen entwickeln sich aus terminalen oder seitlichen 
Asten der Substrathyphen. Die Sporen entstehen in kurzen Ketten an der ungeteilt 
bleibenden Lufthyphe (Abb. 1, Typ 2). Sporenbildung akropetal. 

Die Arten sind typische Vertreter der thermophilen Mikroflora. Fiir sie wurde 
der Gattungsname Thermopolyspora gewahlt. 

Gruppe III. Die Lufthyphen entwickeln sich aus terminalen oder seitlichen 
Asten der Substrathyphen. Die Sporen entstehen einzeln an der ungeteilt bleiben- 
den Lufthyphe (Abb. 1, Typ 3). Sporenbildung akropetal. 

Gruppe III unterscheidet sich von Gruppe II durch die Bildung von Einzel- 

sporen. Sie entspricht der neuen Gattung Thermomonospora. 
_ Gruppe IV. Die Lufthyphen entwickeln sich aus terminalen und seitlichen 
Asten sowie bogenformig aufwarts gekriimmten Teilen der Substrathyphen (Abb. 1, 
Typ 4). Die Sporen entstehen einzeln oder in Ketten an der ungeteilt bleibenden 
Lufthyphe. 

Hierher gehért Thermoactinomyces thalpophilus Waksman u. Corke. 

Die 8.377 erwaihnte Art mit septiertem Substratmycel bildet die Luft- 
sporen wie Streptomyces, unterscheidet sich jedoch von dieser Gattung 
durch die Wuchsform und Querteilung der Substrathyphen sowie durch 
Sporenbildung im Substratmycel. Es erscheint darum gerechtfertigt, 
die Art nicht zu Streptomyces zu stellen, sondern als Vertreter einer neuen 
Gattung aufzufassen. In der Querteilung und im Verlauf der Substrat- 
hyphen erinnert sie an Formen der Actinomycetaceen, speziell an 
Nocardia. Deshalb sei fiir diese neue Gattung der Name Pseudonocardia 
in Vorschlag gebracht. 

Die Formen der Gruppe I B von JENSEN (s.o0.) wiirden zu Pseu- 
donocardia gehdren, so weit auch hier Sporen vom Substratmycel 


1 Nach JENSEN Proactinomycetaceen. 
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gebildet werden. Typen mit quirlstandigen Sporenketten an einer un- 
geteilten Achse, wie z. B. bei Streptomyces reticuli (Waksman u. Curtis) 
Waksman, betrachteten WAKSMAN u. Mitarb. 1939 als eine besondere 
Gruppe, verschieden von Streptomyces und Micromonospora, 1953 da- 
gegen als zu Streptomyces gehérig. Ob diese Formen mit Gruppe II oder 
IV verwandt sind oder nicht, lat sich erst nach einer Untersuchung der 
Luftmycelentwicklung sagen. 


Die Familie Streptomycetaceae lift sich nun folgendermaBen in die 
Gattungen unterteilen: 


la. Substratmycel nicht septiert, Sporen entweder vom Luft- oder vom Substrat- 
mycel gebildet. 


2a. Sporen vom Substratmycel gebildet, mesophile Arten. . ....... 
Micromonospora Orskoy. 
2b. Sporen vom Luftmycel gebildet. 


3a. Lufthyphen entwickeln sich nur aus seitlichen oder terminalen Asten 
der Substrathyphen. 


4a. Lufthyphen bilden sich vollstandig in lange Sporenketten um, meso- 
phile und thermophile Arten . . Streptomyces Waksman u. Henrici. 
4b. Sporen auf Sporentragern an der ungeteilten Lufthyphe. 
5a. Sporen einzeln, thermophile Arten . . Zhermomonospora n. gen. 


5b. Sporen in kurzen Ketten, thermophile Arten....... . 
Thermopolyspora n. gen. 

3b. Lufthyphen entwickeln sich aus seitlichen, terminalen und bogen- 
formig aus dem Agar herausragenden Teilen der Substrathyphen, 
UMerMo MAES 5 5 6 4 6 9 6 c Thermoactinomyces Tsiklinsky. 


ib. Substratmycel septiert, Sporen sowohl vom Luftmycel als auch vom Sub- 
stratmycel gebildet, thermophil .......... Pseudonocardia n. gen. 


Beschreibung der isolierten Gattungen und Arten 


Die thermophilen Arten der Gattung Streptomyces 
Waksman u. Henrici 


Thermophile Actinomyceten,' die Luftsporen in Ketten bilden, werden in der 
Literatur vielfach erwahnt (BEREsTNEY 1897, Sames 1900, ScHUTZE 1908, Mrene 1930 
u. a.). Ein Teil dieser Formen gehért sicher zu Streptomyces (z. B. BERESTNEYs Art), 
andere wahrscheinlich zu Thermoactinomyces (eine Art von ScHUTzE). Die ersten 
und bisher einzigen genauen Beschreibungen von thermophilen Streptomyces- 
Arten geben WakSMAN, UMBREIT u. Corpon (1939, vgl. auch Bercrys Manual 
1948, S. 956—957). Sie isolierten zwei Arten, Streptomyces thermophilus (Gilbert) 
Waksman, Umbreit, Cordon (neuerdings Str. rectus, vgl. S. 386) mit geraden Luft- 
sporenketten und Streptomyces thermofuscus Waksman, Umbreit u. Cordon mit 
spiraligen Luftsporenketten. 


In der vorliegenden Untersuchung wurden drei Streptomyces-Arten 
isoliert, Streptomyces rectus sowie zwei neue Arten, Streptomyces thermo- 
vulgaris n. sp. mit spiraligen und Streptomyces thermoviolaceus n. sp. mit 
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gekniuelten Luftsporenketten, letztere Art in zwei physiologisch ver- 
schiedenen Unterarten. Nach den Beobachtungen an diesen Actinomy- 
ceten liBt sich die thermophile Gruppe der Gattung Streptomyces 
folgendermafen charakterisieren : 


Kolonien auf Agar farblos oder gelb bis ockerbraun, Luftmycel scharf um- 
grenzt, wei® bis schwarzviolett. Lufthyphen einfach oder verzweigt, entstehen aus 
Seitenasten der Substrathyphen, bilden sich vollstandig in lange Sporenketten um. 
Sporenbildung basipetal. Sporenketten gerade, geknauelt oder spiralig. Sporen 
rund oder oval, gleich gro8. Substratmycel nie septiert. Hyphenverlauf leicht ge- 
wunden. Aufspaltung der Hauptachse in zwei gleichgroBe Nebenaste, wenige lange 
Seitenaste. Verzweigungsbild klar. Grampositiv, nicht saurefest, thermotolerant 
mesophil oder eurythermal thermophil, aerob oder fakultativ aerob. 


Die Isolierung der Arten gelingt leicht auf Nahrsalz-, Cellulose- 
dextrin- und Glucose-Casein-Agar. Die unmittelbare Entstehung der 
Lufthyphen aus seitlichen Asten der Substrathyphen ist stets deutlich 
(Abb. 6—10), ebenso die von der Spitze zur Basis fortschreitende Sporen- 
bildung (Abb. 4, 8). Die Variabilitat in der Form der Luftsporenketten 
wurde im morphologischen Teil beschrieben (s. 8. 379). Hyphenein- 
rollungen wurden bisher nur bei einer Art beobachtet. Charakteristisch 
ist bei gutem Wachstum die Aufspaltung der Substrathyphen oberhalb 
der Mitte in zwei gleichstarke Aste, die mehrfach erfolgen kann, ferner 
die Bildung von wenigen langen Seitenzweigen (Abb. 3, 10). 


Streptomyces rectus Hens. n. nomen; emend. 

Syn. Streptomyces thermophilus (Gilbert) Waksman, Umbreit u. Cordon. 

Lufthyphen einfach oder verzweigt. Sporenketten gerade, 35—60 w lang. 
Sporen zu 30—60, rund oder oval, 0,9—1,2 wu. Substrathyphen mit zahlreichen 
kurzen Seitenasten. Kolonien farblos, braune Pigmentausscheidung auf Kartoffel. 
Luftmycel weif bis hellgrau. Nitritbildung aus Nitrat, thermotolerant mesophil, 
Wachstum gleich gut bei aeroben wie bei anaeroben Bedingungen. 

Herkunft der Stiimme: A,,, Ay;, dog Berlin, 4. 11.55, aus frischem Pferdemist. 

Davon wurden rein geziichtet: A,, und Ag¢. 


Der Name ,,thermophilus*‘ kann nicht beibehalten werden, da er erst- 
malig von Brresrnev (1897) fiir einen anderen Actinomyceten, wahr- 
scheinlich auch eine Streptomyces-Art, verwendet wurde, die sich aber 
von Streptomyces rectus durch spiralige Luftsporenketten, ein graues oder 
dunkelgriines Luftmycel und gelbliche bis dunkelbraune Kolonien 
unterscheidet. 

Im Vergleich zu den beiden anderen Streptomyces-Arten sind die Agar- 
kolonien von Str. rectus verhiltnismaBig klein (vgl. Abb. 2 und 9). 
Die Lufthyphen stehen sehr dicht; am Rande sind selbst bei schwacher 
VergroBerung die einzelnen geraden Luftsporenketten zu erkennen. Auf 
Nahrsalz- und Cellulosedextrin-Agar beginnt die Sporenabschniirung 
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nach 2—3 Tagen. In Hiinge- 
tropfen wurden von Rein- 
kulturen nur selten Luft- 
sporen gebildet, stets da- 
gegen von Mischkulturen 
mit einem Pilz, Thermo- 
myces lanuginosus, mit dem 
der Actinomycet auch unter 
natirlichen Bedingungen 
in enger Lebensgemein- 
schaft zu wachsen scheint. 
Die Lufthyphen sind ein- 
fach oder locker verzweigt 
(Abb.4). Hypheneinrollun- 
gen wurden bisher nicht 
beobachtet. Die Substrat- 
hyphen teilen sich bald in 
zwei, seltener in mehr 
gleichstarke Aste, die breit 
auseinander gehen. Die we- 
nigen langen Seitendste er- 
reichen die Spitzen der 
Hauptaste. Im Gegensatz 
zu den beiden anderen Ar- 
ten werden zahlreiche kurze 
Seitendste gebildet (Abb. 3). 
Die Staémme gedeihen gut 
bei 28—50° C. Bei 60° C 
findet wohl noch Wachstum 
statt, aber keine Luftmycel- 
bildung mehr. WAKSMAN u. 
Mitarb. isolierten Stamme, 
die noch bei 65° C wuchsen. 
Die Kolonien sind stets 
farblos. Ein braunes Pig- 
ment wird bei Anzucht auf 
Kartoffelstiicken, Kartoffel- 
agar II und in Vitambakt- 
lésung ausgeschieden. Ein 
Zusatz von Glucose zu Hefe- 
agar hemmt das Wachstum 
und unterdriickt die Luft- 
mycelbildung. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 26 


~] 


Abb. 2. Streptomyces rectus. 2 Tage alte Agarkultur. 


Luftmycel. 40 » 


Abb. 3, 


Streptomyces rectus. Verzweigung der Substrathyphen. 
2 Tage alte Hingetropfenkultur, Dauerpraparat. 100 x 


Abb. 4. Streptomyces rectus. Sporenstand. Lufthyphen 
gerade. Abschniirung der Sporen basipetal. 
L Lufthyphen, S Substrathyphen 
Das gleiche Priiparat wie in Abb. 3. 750K 


on 
27 
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Physiologische Eigenschaften der Stémme bei 50°C unter 
aeroben und anaeroben Bedingungen: 


Cellulosedextrin- Agar. Wachstum gut, mehr oder weniger dicker, weiBgrauer 
Luftmycelbelag. — Fleischextrakt-Agar. Wachstum gut, dicker, hellgrauer 
Luftmycelbelag. — Casein-Glucose-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung 
gut. — Asparagin-Glycerin- Agar. Wachstum gut, Luftmycelbildung maBig. — 
Czapek-Agar. Wachstum maBig, 
kein Luftmycel. — Hefe-Agar. 
Wachstum gut, dicker, weiBgrauer 
Luftmycelbelag. — Hefe- Glu- 
cose-Agar. Wachstum mafig, 
kein Luftmycel. — Kartoffel- 
Agar I. Wachstum mafig, kein 
Luftmycel. —Kartoffel-AgarlII. 
Wachstum gut, kaum Luftmycel, 
Substrat braun verfarbt. — Kar- 
toffelkeil. Wachstum gut, Luft- 
mycel grauweiB, Substrat braun 
verfarbt. — Vitambaktlésung. 
Wachstum maBig, kein Luftmycel, 
Lésung braun verfarbt. — Starke. 
Langsame Hydrolyse. — Nitrat. 
Reduktion zu Nitrit. — Milch. 
Koaguliert, nicht peptonisiert 
(nach 9 Tagen). —- Gelatine und 
Nahrgelatine. Nicht verfliissigt 
(nach WakSMAN u. Mitarb. ver- 
fliissigt). — 


Abb. 5. Streptomyces rectus. Sporenketten. 2 Tage 
alte Hingetropfenkultur, lebend, ungefirbt. 1500 


Streptomyces thermo- 
violaceus Hens. n. sp. 


Lufthyphen einfach oder ver- 
zweigt, Sporenketten gekniuelt, 
20—40 w lang, Sporen 10—20, 
Abb. 6. Streptomyces thermoviolaceus. Verzweigung der oval, 1,0—1,2x1,2—1,6 mw. Sub- 
Substrathyphen. L Lufthyphen, S Substrathyphen, stratmycel kaum verzweigt. Ko- 
1 Tag alte Hiingetropfenkultur, Dauerpriiparat. 100 x lonien gelblich bis ockerbraun, 

Luftmycel wei bis violettgrau. 
Keine Nitritbildung aus Nitrat, eurythermal thermophil, fakultativ aerob. subsp. 
pingens violette Pigmentausscheidung auf Kartoffel. subsp. apingens keine Pigment- 
ausscheidung auf Kartoffel. 

Herkunft der Staémme: subsp. pingens R,, Berlin, 18. 7. 55, aus frischem Pferde- 
Schweine-Mischmist. — subsp. apingens Rg, Berlin, 28. 7.55, aus frischem Pferde- 
Schweine-Mischmist. — Ag, als Verunreinigung durch Sporen von Rgg in der Kultur 
einer anderen Art aufgetreten. 

Alle Stiémme wurden reingeziichtet. 


In den Hangetropfenkulturen werden bereits nach 18—24 Std Luft- 
sporen gebildet. Anfangs sind die Ketten gerade oder nur wenig ge- 
krimmt. Bei typischer Ausbildung stehen geschwungene Sporenhyphen 
in mehreren Gruppen iibereinander (Abb. 7, 8), im Endstadium sind die 
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Hyphen dann dicht geknauelt. Ist das Wachstum gut, so bilden die 
Substrathyphen auch bei dieser Art bald zwei gleichstarke Aste. Bei 
Ziichtung im Hangetropfen wird jedoch meist nur ein Ast mit wenigen 
Seitenadsten gebildet (Abb. 6). 


subsp. pingens 
Diese Unterart gedeiht gut bei 40 und 50° C. Bei 28° C ist das Wachs- 
tum gut, die Luftmycelbildung aber gering. Bei 60° C findet geringes 
Wachstum nur unter anaeroben Bedingungen statt und Luftmycel wird 
dann nicht entwickelt. Der violette Farbstoff entsteht bei Anzucht der 


S 
L 
Abb. 7. Streptomyces thermoviolaceus. Abb. 8. Streptomyces thermoviolaceus. Sporenstand. 
Sporenstand. Lufthyphen geschwungen. Beginn der Aufknauelung der Lufthyphen. Ab- 
1 Tag alte Haingetropfenkultur, Dauerpriparat. schniirung der Sporen basipetal. L Lufthyphen, 
360 x SSubstrathyphen. 1 Tag alte Hangetropfenkultur, 


Dauerpriparat. 800 x 


Kulturen auf verschiedenen Nahrbdden unter optimalen Entwicklungs- 
bedingungen. Die Bildung ist an eine Temperatur von 40—50° C ge- 
bunden; bei 50° C wird der Farbstoff unter aeroben wie anaeroben Be- 
dingungen ausgeschieden, bei 40° C nur unter SauerstoffausschluB. Die 
Farbstoffbildung wird unter anderem durch Ernahrung mit Glucose be- 
giinstigt. Ein Zusatz von Glucose zu Hefe-Agar férdert neben der 
Pigmentausscheidung das Wachstum und die Luftmycelbildung. Die 
gelbliche bis tief orange Eigenfarbe der Kolonien wird durch die Aus- 
scheidung des violetten Farbstoffes meistens verdeckt, tritt aber auf 
Hefe-Glucose-Agar bei 28° C in Erscheinung. 


Physiologische Eigenschaften unter aeroben Bedingungen bei 50° Cs 


Cellulosedextrin-Agar. Wachstum gering, Luftmycel wird gebildet. — 
Fleischextrakt-Agar. Wachstum maBig, kein Luftmycel. — Casein-Glucose- 
Agar. Wachstum gering, kein Luftmycel, Substrat leicht violett. —- Asparagin- 
Glycerin-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung gut, Substrat violett. — 
Czapek-Agar. Wachstum gering, Luftmycel wird gebildet. — Hefe-Agar. 
Wachstum und Luftmycelbildung maBig. — Hefe-Glucose-Agar. Wachstum 
gut, dicker, hellviolettgrauer Luftmycelbelag, Substrat schwarzviolett; bei 28° C 


wks 


ad 
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keine Pigmentausscheidung, Kolonien gelblich. — Kartoffel-Agar I. Wachs- 
tum gut, weiBes bis violettgraues Luftmycel, Substrat dunkelviolett. — Kartoffel- 
Agar II. Wachstum gut, kein Luftmycel. — Kartoffelkeil. Wachstum gut, 
Kolonien schwarzviolett, dicker, héckeriger Belag von weiBem Luftmycel, Sub- 
strat schwarzviolett. — Vitambaktloésung. Wachstum gut, Kolonien rotviolett, 
Luftmycel weiB bis violettgrau, Lésung meist weinrot. — Starke. Rasch hydroly- 


siert. — Nitrat. Wachstum, aber keine Nitritbildung. — Milch. Rasch koaguliert 
und peptonisiert. — Gelatine und Nahrgelatine. Meistens verfliissigt, Ko- 


lonien orangegelb, mitunter Pigmentausscheidung. 

Eine verwandtschaftliche Beziehung von Streptomyces thermoviolaceus 
subsp. pingens zu mesophilen Streptomyces-Arten mit blauer Farbstoff- 
ausscheidung scheint nicht zu bestehen. Dafiir spricht allein die Tat- 
sache, daB nur bei héheren Temperaturen das Pigment gebildet wird, 
eine Erscheinung, die auch fiir die Ausscheidung des braunen Farb- 
stoffes von Streptomyces thermofuscus bei Kultur auf Gelatine fest- 
gestellt wurde (vgl. Bergrys Manual 1948, S. 957). — Streptomyces 
coelicolor (Reiner-Miiller) Waksman wachst auf Gelatine farblos und 
bildet auf Kartoffel meistens eine himmelblaue Farbe. Soweit unter- 
sucht, bilden die Formen dieser Artgruppe spiralige Lufthyphen (vgl. 
Brerctys Manual 1948, S. 935). AuBerdem zersetzen sie im, Gegen- 
satz zu Streptomyces thermoviolaceus Cellulose in Form von Cellophan 
(STANIER 1942). 

Von Karna (1952) wurde bei Versuchen tiber die Verrottung von 
Stroh ein thermophiler Strahlenpilz mit violettem Pigment isoliert, der 
auf Cellulosedextrin-Agar schlecht wachst und besser unter anaeroben 
als aeroben Bedingungen gedeiht. Méglicherweise handelt es sich hier um 
Streptomyces thermoviolaceus subsp. pingens. Morphologische oder wei- 
tere physiologische Eigenschaften wurden von Katia nicht angegeben. 


subsp. apingens 
Auch diese Unterart gedeiht optimal bei 50° C unter Sauerstoffaus- 
schluBs. Bei 28 und 60° C ist das Wachstum gering, Luftmycel wird nicht 
gebildet. Die Kolonien sind meistens gelb oder braunlich. 


Physiologische Eigenschaften bei 50°C unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen: 


Cellulose dextrin-Agar. Wachstum gering, Luftmycel wird gebildet, Ko- 
lonien leicht braunlich. — Fleischextrakt-Agar. Wachstum miaBig, kaum Luft- 
mycel, Kolonien gelb. — Casein-Glucose-Agar. Wachstum maBig, Luft- 
mycel grau. — Asparagin-Glycerin-Agar. Wachstum gut, grauer Luft- 
mycelbelag, Kolonien gelb. — Czapek-Agar. Wachstum maBig, graues Luft- 
mycel. — Hefe-Agar. Wachstum gering, Luftmycel wei bis grau. — Hefe- 
Glucose-Agar. Wachstum gut, dicker, violettgrauer Luftmycelbelag, Kolonien 
ockerbraun. — Kartoffel-Agar 1. Wachstum gut, dicker, grauer Luftmycelbelag, 
Kolonien ockerbraun. — Kartoffel-Agar II. Wachstum gut, kein Luftmycel, 
Kolonien farblos bis gelblich. — Kartoffelkeil. Wachstum gut, Luftmycel 
héchstens am Rand, Kolonien gelblich. — Vitambaktlésung. Wachstum gut; 
im Gegensatz zu allen anderen Arten, auch zur subsp. pingens. die alle nur Kinzel- 
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kolonien oder einen Kolonienring an der Oberflache der Lésung bilden, iiberzieht 
subsp. apingens die Oberflache der Lésung in einer gelblichen Mycelhaut. AuBerdem 
wird ein Kolonienring von dunkeloranger Farbe gebildet. Das Luftmycel ist weiB 
bis grau. — Starke. Rasch hydrolysiert. — Nitrat. Wachstum, aber keine Nitrat- 
bildung. — Milch. Rasch koaguliert und peptonisiert. — Gelatine und Nahr- 
gelatine. Meistens verfliissigt, Kolonien orangegelb. 

Die Verwandtschaft der beiden Unterarten zeigt sich auBer im tiber- 
einstimmenden morphologischen Bau in den meisten physiologischen 
Higenschaften, z. B. in der Reaktion auf Nitrat und Gelatine. Unter- 
schiede bestehen in der Pigmentausscheidung, im Wachstum auf Kar- 
toffel-Agar IT, auf Kartoffelstiicken und in Vitambaktlosung, ferner in 
den Temperaturgrenzen fiir eine gute Entwicklung. 


Streptomyces thermovulgaris Hens. n. sp. 

Lufthyphen einfach oder verzweigt, Sporenketten in engen Rechtsspiralen, 
20—40 uw lang, Sporen zu 10—15, oval, 1,0—1,2 x 1,1—1,5 w. Hypheneinrollungen 
selten. Substratmycel wenig verzweigt. Kolonien stets farblos, niemals Pigment- 
ausscheidung, Luftmycel wei bis schwarzviolett. Nitritbildung aus Nitrat, eury- 
thermal thermophil, fakultativ aerob. 

Herkunft der Staéimme. R,, Braunschweig, 10. 4.54, frischer Mischmist. — 
Rs, Rk, Braunschweig, 12. 5. 54, frischer Mischmist. — R,; Braunschweig, Mai 54, 
Luftinfektion. — R,, R53, Rs,, Ry, Berlin, 9. 9. 54, frischer Kuhmist. — R,,, Rs, 
Berlin, 30. 9. 54, verrotteter Mischmist I. — R,,, R,, Berlin, 31. 3. 55, frischer Kuh- 
mist. — Rey, Ry, R,; Berlin, 5. 5. 55, verrotteter Mischmist II. — Rj, R7,, 365, 369, 
371 Berlin, 28. 7. 55, frischer Pferde-Schweine-Misch-Mist. — R,,, Ry,, A; Kerava, 
Nyland, Finnland, 26. 8. 55, verrotteter Schafmist (Tiefstall). — Aj., Aj, 4, Ber- 
lin, 4. 11. 55, frischer Pferdemist. 

Davon wurden rein geziichtet: Ry, R3,, Ry;, Ryo, Ra, Rog, Roy, Rog, Rye, Rrg, Roa; 
rast Aoi: 

In Hangetropfenkulturen werden nach 1—2 Tagen reichlich Luft- 
sporen gebildet. Die Lufthyphen sind einfach oder verzweigt, wobei die 
Einzelhyphen biischelig oder in mehreren Gruppen tibereinander an- 
geordnet sind (Abb. 10, 11). Im Endstadium bilden sie enge Rechtsspiralen. 
Bei dieser Art ist die Aufspaltung der Substrathyphen in zwei gleich- 
starke Aste am regelmaBigsten ausgebildet. Die ersten beiden Nebenaste 
kénnen sich wieder in zwei gleichstarke Aste aufteilen (Abb. 10). Es 
werden nur wenige, lange Seitendste gebildet. Hypheneinrollungen 
wurden einige Male beobachtet. 

Streptomyces thermovulgaris wichst gut bei 40—50° C, etwas besser 
unter anaeroben als unter aeroben Bedingungen. Bei 28° C ist das Wachs- 
tum gering, bei 60° C maBig. Luftmycel wird bei 28° C nicht, bei 60° C 
in geringem Mabe gebildet. 

Physiologische Eigenschaften unter aeroben oder anaeroben 
Bedingungen bei 50° C. 

Cellulosedextrin-Agar. Wachstum gering, Luftmycel wird gebildet. —— 
Fleischextrakt-Agar. Wachstum gut, dicker Belag von violettgrauem Lutft- 
mycel. — Casein-Glucose-Agar. Wachstum maBig oder gut, Luftmycel violett- 
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grau. — Asparagin-Glycerin-Agar. Wachstum mabig oder gut, Luftmycel 
wei bis schwarzviolett. — Czapek-Agar. Wachstum gering, Luftmycel vor- 
handen oder nicht. — Hefe-Agar. Wachstum maBig, Luftmycel violettgrau. — 
Hefe-Glucose-Agar. Wachstum gut, kein Luftmycel. — Kartoffel-Agar I. 
Wachstum gut, R,,, Ry, Ryg, Rrg, Rg, 41 bildeten kein Luftmycel, Ry, Rog, Any 
bildeten einen dicken Belag vom violettgrauem Luftmycel. — Kartoffel-Agar II. 


Abb. 10. Streptomyces thermovulgaris. Verzweigung der Substrathyphen. 
L Lufthyphen, S Substrathyphen, 2 Tage alte Hiingetropfenkultur, Dauerpriiparat, 95 x 


Wachstum gut, dicker violettgrauer Luftmycelbelag. — Kartoffelkeil. Wachs- 
tum stellenweise gut, Luftmycel wei bis grau in Flecken, den Rand oder die Ge- 
samtflache der Kolonien bedeckend, Substrat manchmal etwas dunkler gefarbt. — 


Vitambaktlésung. Wachstum gut, Luftmycel wei bis grau. — Starke. Rasch 
hydrolysiert. — Nitrat. Starke Nitritbildung. — Milch. Rasch koaguliert und 
peptonisiert. — Gelatine und Nahrgelatine. Nicht immer verfliissigt. 


Kinige Merkmale der thermophilen Streptomyces-Arten sind in Tab. 1 
zusammengestellt. Str. rectus und Str. thermovulgaris weisen manche ge- 
meinsame physiologische Eigenschaften auf, wie z. B. das Wachstum 
auf Hefe-Agar und Hefe-Glucose-Agar. Str. thermovulgaris und Str. ther- 
mofuscus haben beide spiralige Luftsporenketten. Uber die Form der 
Spiralhyphen bei Str. thermofuscus werden von WaAkSMAN u. Mitarb. 
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(1939) keine niheren Angaben gemacht. Ein Stamm fir Vergleichszwecke 
stand nicht zur Verfiigung. Da jedoch groBe physiologische Unterschiede 
bestehen, vor allem in der Eigenfarbe der Kolonien, die bei Str. thermo- 
fuscus z. B. auf Czapek-Agar dunkelviolett ist, wahrend die Kolonien von 
Str. thermovulgaris niemals gefarbt sind, diirfte es sich wohl um zwei ver- 
schiedene Arten und nicht nur um Unterarten handeln. Str. thermo- 
violaceus unterscheidet sich von den anderen Arten physiologisch 
besonders durch die fehlende Fahigkeit zur Nitratreduktion. 


Abb.11. Streptomyces thermovulgaris. Sporenstiinde. Beginn der spiraligen Aufrollung der Lufthyphen. 
L Lufthyphen, S Substrathyphen. 2 Tage alte Hingetropfenkultur, Dauerpriparat. 750 x 


Die Arten der Gattung Thermopolyspora 


Thermopolyspora Hens. n. gen. 

Kolonien auf Agar farblos bis gelb, Luftmycel scharf umgrenzt, weiB, Luft- 
hyphen nie verzweigt, entwickeln sich aus seitlichen oder terminalen Asten der 
Substrathyphen. Luftsporen in kurzen Ketten auf unverzweigten Triigern an der 
ungeteilt bleibenden Lufthyphe. Sporenbildung akropetal. Sporenketten unver- 
zweigt, gerade, gebogen bis spiralig. Substratmycel nie septiert. Hyphenverlauf ge- 
wunden. Wiederholte Teilung der Hyphen in zwei oder mehr gleichstarke Aste, 
zahlreiche kurze Seiteniste, ficherformiger Wuchs. Verzweigungsbild klar. Gram- 
positiv, nicht saurefest, soweit beobachtet stenothermal thermophil,fakultativ aerob. 

Zwei Arten wurden isoliert, Thermopolyspora bispora mit Ketten aus 
zwei Sporen (Abb, 12) und Thermopolyspora polyspora mit Ketten aus 
mehr als zwei Sporen (Abb. 17). In der Regel entwickeln sich nur die 
Seitendste der Substrathyphen zu Lufthyphen. Diese zweigen meist in 
der unteren Halfte des Substratmycels ab (Abb. 15). Eine Entwicklung 
terminaler Abschnitte der Substrathyphen zu sporentragenden Luft- 
hyphen wurde bei Th. polyspora in schlecht wachsenden Hingetropfen- 
kulturen beobachtet. Die Sporenketten stehen auf kurzen, unverzweigten 
Tragern allseitig um die Lufthyphe (Abb. 12, 17) und werden stets zuerst 
an der Basis der Hyphe gebildet, zuletzt an deren Spitze. Der Verlauf der 
Substrathyphen ist etwas stirker gewunden als bei Streptomyces. Es 
werden mehr oder weniger zahlreiche Seitenzweige gebildet. Bei geniigen- 
der Ausdehnungsméglichkeit ist die Wuchsform facherformig (Abb. 15). 
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Thermopolyspora bispora Hens. n. sp. 

Lufthyphen 20—30 uw lang, mit (10) 20—40 Sporenketten. Sporen zu zweit, rund 
0,9—1,3 wu. Hypheneinrollungen haufig. Kolonien stets farblos, Luftmycel kreidig 
weiB, stenothermal thermophil, fakultativ aerob. } ) 

_Herkuntt der Stamme: #,, #,,, R;, Braunschweig, 15. 6.54, frischer Misch- 
mist. — R,, kz, Braunschweig, 16. 6.54, verrotteter Mischmist. — R,;, Berlin, 
30. 9. 54, verrotteter Mischmisumlu aw lujcmluagse len wluo ete, Meamliteg, ten Derum 
4. Al. 54, frischer Kuhmist. — R,3, R59, Res, Rg, Berlin, 4. 11. 54 verrotteter Misch- 
mist II. — Ryo, Re, Re; Berlin, 30.11.54, frischer Pferdemist. — R,, Berlin, 


Abb.12. Thermopolyspora bispora. Sporenstinde. Abb. 13. Thermopolyspora bispora. Terminale 

Sporen auf kurzen Triigern in Ketten zu zweit. Hypheneinrollungen in verschiedenen Stadien. 

3 Tage alte Hingetropfenkultur, Dauerpraparat. L Lufthyphen, S Substrathyphen. 3 Tage alte 
1000 x Hingetropfenkultur, Dauerpraparat. 400 x 


31. 3. 55, frischer Kuhmist. — R,, Berlin, 26. 7. 53, frischer Kuhmist. — Rg3, Rg;, 
Roo» Ro, Berlin, 28.7. 55, frischer Pferde-Schweine-Misch-Mist. — Ro, Reg, Ag 
Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, verrotteter Schafmist (Tiefstall). 

Davon wurden rein geziichtet: R,, R57, Rsg, Ryg, R59, Rgo- 


Fiir die Isolierung und Reinziichtung der Stimme wurde Cellulose- 
dextrin-Agar verwendet. In Hangetropfenkultur werden die Luftsporen 
nach 3—4 Tagen gebildet. Die Zweisporketten kénnen sehr dicht ange- 
ordnet sein, besonders an Lufthyphen in der Mitte des Tropfens wie auch 
von Agarkolonien, so dafs die Sporenstande bei schwacher VergroBerung 
wie ,,Bliitenkatzchen“ erscheinen. Die Lufthyphe bildet an der Spitze 
eine etwas schrig gestellte Sporengruppe (Abb. 1 Typ 2). Hin und wieder 
gelangt in einer Kette nur eine Spore zur Entwicklung, mehr als zwei 
Sporen wurden dagegen nie beobachtet. Hypheneinrollungen sind in 
Hangetropfenkulturen haufig. Gewéhnlich werden sie von Seitendsten der 
Substrathyphen, seltener terminal gebildet. Abb. 13 zeigt die terminale 
Einrollung der Hyphen in verschiedenen Stadien. Die Substrathyphen 
teilen sich bald in mehrere gleichstarke Aste, die mehr oder weniger reich 
verzweigt sind. Das Wachstum bei den verschiedenen Temperaturen in 
Abhangigkeit vom Sauerstoffdruck wurde als Beispiel fiir eime steno- 
thermal thermophile, fakultativ aerobe Art auf 8.381 beschrieben. Die 
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Kolonien sind stets ungefarbt, Pigment wird auf keinem der verwende- 
ten Naihrmedien ausgeschieden. 

Physiologische Eigenschaften unter anaeroben Bedingungen bei 
60° C. 

Cellulosedextrin-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung gut. — Fleisch- 
extrakt-Agar. Wachstum gut, dicker Luftmycelbelag. — Casein-Glucose- 
Agar. Kaum Wachstum. — Asparagin- Glycerin- Agar. Wachstum gering oder 
mafig, kein Luftmycel. — Czapek-Agar. Kaum Wachstum. — Hefe-Agar. 
Wachstum und Luftmycelbildung gering. — Hefe-Glucose-Agar. Wachstum 
und Luftmycelbildung maBig. — Kartoffel-Agar I. Wachstum und Luftmycel- 
bildung gut. — Kartoffel-Agar Il. Wachstum maBig, kein Luftmycel. — 
Kartoffelkeil: Wenige Einzelkulturen ohne Luftmycel. — Vitambaktlésung. 
Wenige, submerse Einzelkolonien. — Starke. Keine Hydrolyse. — Nitrat. Sub- 
merses Wachstum, keine Nitritbildung. — Milch. Nicht verandert (nach 16 Ta- 
gen). — Gelatine und Nahrgelatine. Nicht verandert. 


Thermopolyspora polyspora Hens. n. sp. 

Lufthyphen 45—50 (60) w lang, 1—1,3 ~ dick, als Sporenstand mit Ketten 12 uw 
breit, Sporenketten gerade bis spiralig gewunden, einzeln oder in Gruppen. Sporen 
3—10 (15), rund, 1,1—1,8 w. Kolonien haufig gelb, Luftmycel schmutzig weiB. 

Herkunft der Stiimme: A,, Berlin, 30. 9. 55, frischer Kuhmist. — Ay, Aoy, Ags 
Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, verrotteter Schafmist (Tiefstall). — A,, Berlin, 
4. 11. 55, frischer Pferdemist. 

Davon wurden rein geziichtet: Ay», Ao4- 

Die Stémme wurden auf Glucose-Casein-Agar isoliert und reingeziich- 
tet. Die Kultivierung dieser Art erwies sich als besonders schwierig. 
Solange die Stiimme rein waren, bildeten sich keine Sporen. Die Uber- 
impfung ist dann erschwert, da man auf Teile des sehr festen Substrat- 
mycels angewiesen ist. Aus Mycelstiicken entwickeln sich die Kolonien 
nur langsam. Wurden von den Stémmen nach einiger Zeit Sporen ge- 
bildet, dann waren die entsprechenden Kulturen stets durch Bakterien 
verunreinigt. 

Das Wachstum der Kolonien auf Agar ist langsamer als bei Thermo- 
polyspora bispora. Die Lufthyphen sind etwa doppelt so lang; die Ab- 
zweigung der Lufthyphen aus den Substrathyphen ist an den Aufwuchs- 
praparaten stets deutlich im ungefarbten wie im gefirbten Zustand zu 
erkennen (Abb. 15, 16). Die Sporenketten sind gerade, gekriimmt oder 
einige Male spiralig eingekriimmt (Abb. 17). Sie kénnen locker oder dicht 
in Gruppen angeordnet sein. Im vollentwickelten Sporenstand besteht 
auch die Spitze der Lufthyphe aus einer kurzen Sporenkette. Als Aus- 
nahme wurde gelegentlich intercalare Sporenbildung in der Achse des 
Sporenstandes beobachtet. Hypheneinrollungen wurden bisher nicht 
festgestellt. Die verunreinigten Kulturen gedeihen bis 40—60° ©. Opti- 
mal ist eine Temperatur von 60° C. 


Physiologische Kigenschaften der sporenlosen Kulturen bei 
60° C unter aeroben Bedingungen, soweit sie bisher ermittelt wurden: 
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Cellulosedextrin- Agar. Kolonien farblos. — Fleischextrakt-Agar. Zahl- 
reiche gelbe Kolonien. — Asparagin-Glycerin- Agar. Kolonien orangegelb. — 
Kartoffel-Agar I. Wenig gelbe Kolonien. — Kartoffel- Agar II. Kolonien gelb. 

Durch die Bildung farbiger, fester Kolonien erinnern die sporenlosen 
Kulturen an Micromonospora (vgl. JENSEN, 1930). Von Mintnarp und 
Burr wurden zwei mesophile Actinomyceten beschrieben, die ahnliche 


Abb. 14. Thermopolyspora polyspora. 2 Tage Abb. 15. Thermopolyspora polyspora. Verzwei- 
alte Agarkultur. Beginn der Luftmycelbildung. gung der Substrathyphen, facherformiger Wuchs. 


50 x 2 Tage alte Hingetropfenkultur, Dauerpraparat. 
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Abb. 16. Thermopolyspora polyspora. Sporenstiinde. L Lufthyphen, S Substrathyphen. 
3 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch, lebend, ungefiirbt. 110 x 


Kolonien wie Micromonospora bilden, bei denen aber die Sporen in 
kurzen Ketten stehen. Méglicherweise handelt es sich hier, falls die 
Sporen vom Luftmycel gebildet wurden, um Formen, die mit Ther- 
mopolyspora polyspora verwandt sind. 

Die Spiralen der Luftsporenketten haben AnlaB dazu gegeben, T'her- 
mopolyspora polyspora mit Streptomyces-Arten zu verwechseln. Waks- 
MAN, UmBreir u. Corpon (1939) bringen z. B. eine Abbildung (Fig. 9) 
unter dem Namen Streptomyces (damals noch Actinomyces) thermofuscus, 
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die Thermopolyspora polyspora darstellt. Ein Vergleich mit einer anderen 
Abbildung von Streptomyces thermofuscus (Fig. 23) in der gleichen Ver- 
éffentlichung oder mit den in dieser Arbeit beschriebenen thermophilen 
Streptomyces-Arten, insbesondere Str. thermovulgaris mit spiraligen Luft- 
hyphen (Abb. 10, 11), zeigt deutlich die GréBendifferenzen sowie den 
andersartigen Bau des Luftmycels. 


Abb. 17. Thermopolyspora polyspora. Sporenketten. 
2 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch, Dauerpriiparat. 750 x 


Die Arten der Gattung Thermomonospora 


Thermomonospora Hens. n. gen. 


Kolonien auf Agar farblos oder gelb, Luftmycel scharf umgrenzt, weiB, Luft- 
hyphen einfach oder verzweigt, entwickeln sich aus seitlichen oder terminalen Asten 
der Substrathyphen, Luftsporen einzeln auf einfachen oder verzweigten Tragern an der 
ungeteilt bleibenden Lufthyphe. Sporenbildung akropetal. Hypheneinrollungen 
selten oder haufig. Substratmycel nie septiert. Hyphenverlauf geradlinig oder ge- 
wunden. Verzweigungsbild klar. Grampositiv, nicht saéurefest, soweit untersucht 
eurythermal thermophil, fakultativ aerob. 


Abb. 18. Thermomonospora fusca, Verzweigung der Substrathyphen. 
3 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch, Dauerpriiparat. 100 > 


Die Gattung Thermomonospora steht der Gattung Thermopolyspora 
nahe. Beide haben die gleiche Entstehungsart der Lufthyphen. Von 
Thermopolyspora unterscheidet sich Thermomonospora vor allem durch 
die Bildung von Kinzelsporen, ferner durch die haufig auftretende Ver- 
zweigung der Lufthyphen und Sporentrager. Die Ausbildung von Ein- 
zelsporen ist konstant. Niemals wurde mehr als eine Spore auf einem 
Trager beobachtet. 
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Drei Arten wurden isoliert, Thermomonospora fusca mit Sporen in 
K6épfchen oder Trauben (Abb. 20, 21) sowie Thermomonospora lineata 
und Thermomonospora curvata mit ahriger oder knaueliger Sporenanord- 


Abb. 19. Thermomonospora fusca (rechts) und Thermomonospora curvata (links). Verzweigung der 

Substrathyphen. 2 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch. Die beiden Arten sind auf Aufwuchs- 

priparaten hiaufig nebeneinander anzutreffen. Sie hemmen sich nicht gegenseitig im Wachstum, 
Dauerpraparat. 95 x 


nung (Abb. 24, 29). Die beiden letzteren Arten unterscheiden sich von- 
einander morphologisch nur im Verlauf der Substrathyphen, der bei der 
einen geradlinig (Abb. 22), bei der 
anderen gewunden (Abb. 27) ist. 


Abb. 20. Thermomonospora fusca. Sporen in Abb. 21. Thermomonospora fusca. Sporentraube. 
Koépfehen. 4 Tage alte Hingetropfenkultur, 3 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch, 
Dauerpraparat. 340 x Dauerpraparat. 1000 x 


Thermomonospora fusca (Waksman, Umbreit u. Cordon) Hens. 
n. comb.; emend. 
Lufthyphen 25—30y lang, Sporentraube 7—11 yu. Sporen rund, 1,5—2,0 yw. 


Hypheneinrollungen selten. Verlauf der Substrathyphen geradlinig. 
Herkunft des Stammes: Ay, Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8.55, verrotteter 
Schafmist (Tiefstall). ; 
Der Stamm wurde auf N&hrsalz-Agar isoliert, aber noch nicht rein 


geziichtet. Die Art wurde zuerst von WaxsMAn, UMBREIT u. CORDON 
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(1939) beobachtet und wegen der Ahnlichkeit der Sporensténde mit 
denjenigen von Micromonospora fusca unter diesem Namen abgebildet 
(1939 Fig. 17, 18). Da die Sporen jedoch nicht wie bei Micromonospora 
vom Substrat-, sondern ausschlieBlich vom Luftmycel gebildet werden, 
ist die Art von dieser Gattung abzutrennen. Wachstum und Luftmycel- 
bildung sind gut bei 50—65° C. Die Sporen stehen in dichten Képfchen 
(Abb. 20) oder lockeren Trauben (Abb. 21). Gelegentlich bildet die Luft- 
hyphe unterhalb des terminalen Sporenstandes ein oder zwei Seiten- 
zweige, die ihrerseits mit einer Sporentraube enden. Hypheneinrollungen 
wurden bisher nur einmal in einer Hangetropfenkultur beobachtet. Die 
Verzweigung des Substratmycels ist ausgesprochen monopodial. Die 
Hyphen sind sehr lang, gerade und bilden kurze, gerade Seitenhyphen 
(Abb. 18, 19 rechts). Das Verzweigungsbild ist so charakteristisch von 
allen anderen thermophilen Arten verschieden, dafi man die Art allein 
daran erkennen kann. 


Thermomonospora lineata Hens. n. sp. 


Lufthyphen 50—80 lang, Sporenstaénde ahrig oder kniuelig. Sporen rund 
1,5—2,0 uw. Hypheneinrollungen haufig. Verlauf der Substrathyphen geradlinig. 

Herkunft des Stammes: 470 Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, verrotteter 
Schafmist (Tiefstall). 


Abb, 22. Thermomonospora lineata. Abb. 23. Thermomonospora lineata, Enden der 

Verzweigung der Substrathyphen. 2 Tage alte Substrathyphen zusammengeneigt. 2 Tage alter 

Hiingetropfenkultur, Dauerpriiparat. 110 Aufwuchs aus Kontaktversuch, Dauerpriiparat. 
400 x 


Der Stamm wurde auf Nihrsalz-Agar isoliert, aber noch nicht rein 
geziichtet. Die Lufthyphen sind meist verzweigt, die Sporen stehen auf 
einfachen oder verzweigten Tragern (Abb. 25). Hypheneinrollungen sind 
sehr haufig, sowohl in Hangetropfenkultur (dunkle Punkte in Abb. 22) 
als auch in Aufwuchspraparaten aus den Kontaktversuchen. Das Sub- 
stratmycel ist wie bei ’hermomonospora fusca ausgesprochen monopodial 
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und geradlinig verzweigt, doch sind die Hyphen nicht so lang, und 
die Seitenadste stehen dichter (Abb. 22); auBerdem sind die Hyphen- 
spitzen haufig zusammengeneigt (Abb. 23). In Hangetropfenkulturen 
werden die Luftsporen nach 2—3 Tagen gebildet. Sie lassen sich im 
Gegensatz zur folgenden Art gut fixieren und farben. Optimales Wachs- 

tum findet bei 50—60° C 
| statt. 


Thermomonospora 
curvata Hens. n. sp. 
Lufthyphen 30—50 (70) yu 

lang, mit Sporen (4) 6—10 u 
breit. Sporenstinde geknauelt 
oder ahrig. Sporen rund, 1,2 


Abb. 24. Thermomonospora lineata. Sporenstinde. bis 1,8 w. Hypheneinrollungen 

L Lufthyphen, 8 Substrathyphen. haufig. Verlauf der Substrat- 

2 Tage alte Hangetropfenkultur, Dauerpriparat. 360 » hyphen cewunden. Kolonien 
g ae , 


farblos oder gelb, Luftmycel 
kreidigweiB. Eurythermal ther- 
mophil, fakultativ aerob. 

Herkunft der Staémme. 
Berlin, 31. 3. 55, frischer Kuh- 
mist. — R59, R,, Berlin 5. 5. 55, 
verrotteter Mischmist I. — Ago, 
4159, 464 Kerava, Nyland, Finn- 
land, 26. 8. 55, verrotteter 
Schafmist (Tiefstall). 

Davon wurden rein geziich- 
tet: Rg, Rr. 


Abb. 25. Thermomonospora lineata. Bildung der Einzel- Die Stamme wurden 
sporen auf einfachen und verzweigten Trigern. 2 Tage alte : 
auf Cellulosedextrin- bzw. 


Hingetropfenkultur, Dauerpraparat. 900 x 

Nahrsalz-Agar isoliert und 
auf Hefe-Agar reingeziichtet. In Hiangetropfenkulturen werden nach 
3—4 Tagen Luftsporen gebildet. Von diesen Kulturen lassen sich keine 
guten Dauerpraparate anfertigen. Hyphen und Sporenstiande schrumpfen 
beim Fixieren und Farben. Aufwuchspraéparate aus den Kontakt- 
versuchen geben dagegen klare Bilder. Wie bei T’hermomonospora lineata 
stehen die Sporen auf einfachen oder verzweigten Tragern. Sie sind zu- 
nachst oval, spiiter rund. Der Sporenstand bildet eine einfache Ahre 
(Abb. 19 links) oder ist mehrfach verzweigt (Abb. 28). In Hangetropfen- 
kulturen werden Hypheneinrollungen regelmaBig in groBer Zahl gebildet, 
in den Kontaktversuchen vor allem nach lingerem Wachstum (4 Tage 
und alter). Der Verlauf der Substrathyphen ist stets gewunden und zwar 
haufig sichelformig einseitswendig (Abb. 19 links, 27). Die Art gedeiht 
optimal bei 50° C. Geringes Wachstum findet noch bei 28 und 65° C 
statt. Die Kolonien sind auf verschiedenen Nahrbéden gelb. 
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Physiologische Eigenschaften unter aeroben Bedingungen bei 
50° C: 


Cellulosedextrin-Agar. Wachstum mafig, stellenweise Luftmycel, Kolonien 


farblos. — Fleischextrakt-Agar. Wachstum gut, dicker Luftmycelbelag, 
Kolonien zum Teil gelb. — Casein- Glucose-Agar. Wachstum maBig, Luftmycel 
wird gebildet, Kolonien farblos. — Asparagin-Glycerin-Agar. W achstum 


Abb. 26. Thermomonospora curvata. Abb. 27. Thermomonospora curvata. Verzweigung der 


2 Tage alte Agarkultur. Luftmycel. Substrathyphen, Hyphen  sichelférmig einseits- 
50 x wendig. 3 Tage alter Aufwuchs aus Kontaktversuch, 


Dauerpriparat. 100 


Abb. 28. Thermomonospora curvata. Abb. 29. Thermomonospora curvata, 

Beginn der Sporenbildung. 2 Tage alter Aufwuchs Sporenstand. 4 Tage alter Aufwuchs aus 

aus Kontaktversuch, Dauerpriiparat. 800 x Kontaktversuch, Dauerpriiparat. 1000 x 
mafig, Luftmycel wird gebildet, Kolonien gelb. — Czapek-Agar. Wachstum und 
Luftmycelbildung miBig, Kolonien farblos. — Hefe-Agar. Wachstum gut, dicker 
Luftmycelbelag, Kolonien zum Teil gelb. — Hefe-Glucose- Agar. Kaum Wachs- 
tum. — Kartoffel-AgarI. Wachstum stellenweise gut, kein Luftmycel. — 
Kartoffel-Agar II. Kaum Wachstum. — Kartoffelkeil. Im unteren Drittel 


dicke, gelbe Einzelkolonien, teils mit Luftmycel, Substrat leicht dunkel verfarbt. — 
Vitambaktlésung. Kaum Wachstum. — Stirke. Keine Hydrolyse. — Nitrat. 
Schwache Reduktion zu Nitrit. — Milch. Nicht verandert (16 Tage). — Gelatine 
und Nahrgelatine. Nicht verfliissigt. 

Von den wenigen bisher beobachteten thermophilen Actinomyceten 
mit Kinzelsporen diirfte, soweit man das aus der entsprechenden Ab- 
bildung schlieBen kann, die von WaksmMAN, UmBREIT u. Corpon 
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,Micromonospora chalcea‘* benannte Form (1939, Fig. 16) ebenfalls Ther- 
momonospora curvata darstellen. Den gleichen Typus der Einzelsporen- 
bildung auf einfachen oder verzweigten Tragern hat ScuiirzE (1908) 
fiir seine Art Actinomyces monosporus beschrieben. Dieser Actinomycet 
unterscheidet sich aber von der hier beschriebenen Art vor allem durch 
die Ausbildung eines blaugriinen Luftmycels. 


Die Arten der Gattung Thermoactinomyces 

Der Name Thermoactinomyces wurde zuerst von TstkLINSKY (1899) fiir einen 
thermophilen Actinomyceten mit Einzelsporen verwendet und spiter von Waks- 
MAN u. CORKE (1953) ibernommen. Diese charakterisieren die Gattung folgender- 
maen: Thermoactinomyces gleicht Micromonospora in bezug auf die Bildung von 
Einzelconidien an der Spitze von einfachen oder verzweigten Sporophoren, unter- 
scheidet sich aber von dieser besonders durch die Ausbildung eines Luftmycels. Die 
Gattung besteht nur aus thermophilen Formen. Zu dieser Gattung stellen Waxs- 
MAN u. CoRKE drei Arten: Thermoactinomyces vulgaris Tsiklinsky, Thermoactino- 
_ myces thalpophilus Waksman u. Corke und Thermoactinomyces monosporus (Schiitze) 
Waksman u. Corke. 

Unter den von mir isolierten thermophilen Actinomyceten befanden 
sich mehrere Stémme von Thermoactinomyces thalpophilus. Kin Ver- 
gleich mit einer Stammkultur (strain 208), die freundlicherweise von 
Herrn Professor Dr. WAKSMAN zur Verfiigung gestellt wurde, ergab, daB 
es sich bei meinen Stémmen einwandfrei um die gleiche Art handelte. 
Bei naherer morphologischer Untersuchung stellte sich heraus, dab 
bei dieser Art die Entstehungsweise der Lufthyphen anders ist als 
bei allen anderen Arten mit Einzelsporen, dagegen mit derjenigen einer 
anderen thermophilen Art, die Luftsporen in Ketten bildet, ttberein- 
stimmt. Da ferner regelmaBig neben den Einzelsporen auch kurze Sporen- 
ketten beobachtet wurden (Abb. 32), kann die Entstehungsweise der 
Lufthyphen als ein wichtigeres Gattungsmerkmal angesehen werden als 
die Bildung von Einzelsporen. Auf Grund der Untersuchung zweier 
Arten, Thermoactinomyces thalpophilus Waksmann u. Corke und Ther- 
moactinomyces glaucus n. sp., kann die Gattung wie folgt gekennzeichnet 
werden: 

Thermoactinomyces Tsiklinsky, Hens. emend. 


Kolonien auf Agar farblos oder gelb bis orange, Luftmycel nicht scharf umgrenzt, 
wei oder blaulichgriin. Lufthyphen einfach oder verzweigt, entstehen aus ther- 
minalen oder seitlichen Asten sowie bogenférmig aufwarts gekriimmten Abschnitten 
der Substrathyphen, verbindende Lufthyphen zwischen den einzelnen Kolonien. 
Sporen einzeln oder in Ketten an der ungeteilt bleibenden Lufthyphe, Sporenketten 
einfach oder verzweigt, gerade oder gebogen. Substrathyphen nie septiert. Hyphen- 
verlauf geradlinig oder stark gewunden, Verzweigungsbild entsprechend klar oder 
verworren. Grampositiv, nicht saurefest, eurythermal thermophil, aerob oder 
fakultativ aerob. 

Thermoactinomyces unterscheidet sich von allen anderen Gattungen 


durch die Entstehungsweise der Lufthyphen aus bogenférmig aufwarts- 
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gekriimmten Abschnitten der Substrathyphen (Abb. 1 Typ4), die schlieb- 
lich zu verbindenden Lufthyphen zwischen den einzelnen Kolonien 
werden kénnen (Abb. 30). Diese Art der Lufthyphenbildung bedingt die 
unscharfe Umgrenzung des Luftmycels der Agarkolonien (Abb. 33). 


Abb. 30. Thermoactinomyces thalpophilus. Abb. 31. Thermoactinomyces thalpophilus. 
2 Tage alte Agarkultur. Luftmycel, verbindende Luftsporenbildung. 2 Tage alte Hiangetropfen- 
Lufthyphen zwischen den Kolonien, 145 x kultur, Dauerpraparat. 340 x 


a 
Abb. 32. Thermoactinomyces thalpophilus, Abb. 33. Thermoactinomyces glaucus. 
Luftsporen sitzend oder auf kurzen Triigern, 4 Tage alte Agarkultur. Umrif des Luftmycels 


einzeln oder in kurzer Kette. 3 Tage alte Hiinge- nicht scharf umgrenzt. 50x 
tropfenkultur, Dauerpriiparat, 630 » 


Daneben entwickeln sich Lufthyphen aus seitlichen und terminalen 
Asten der Substrathyphen. Bei Thermoactinomyces glaucus entstehen 
ferner Sporenketten unmittelbar aus dem Substratmycel, was an die 
Sporenbildung bei Streptomyces erinnert (vgl. Abb. 1, Typ 4). Von 
den beiden anderen Arten, die WAKSMAN u. CorKE zur Gattung Thermo- 
actinomyces stellen, scheint T'hermoactinomyces monosporus wegen der 
Bildung der Einzelsporen auf einfachen oder verzweigten Tragern eher zu 
Thermomonospora zu gehéren (vgl. 8. 403). Denn bei Thermoactinomyces 
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thalpophilus sind die Trager stets unverzweigt, oder die Sporen sitzen den 
Hyphen unmittelbar auf. Thermoactinomyces vulgaris, mit der nach den 
Angaben von WaxksMAN, UMBREIT u. Corpon 1939 beschriebenen 
Art Micromonospora vulgaris identisch ist (vgl. Berarys Manual, 1948 
S. 980), diirfte mit Thermoactinomyces thalpophilus nahe verwandt sein. 
Es werden ebenfalls groBe, meist sitzende Sporen gebildet (TstKLINsKy, 
1899, Waxsma Nu. Mitarb., 1939 Fig. 25, 26). Physiologisch unter- 
scheidet sie sich u.a. dadurch, daB Starke nicht oder kaum abgebaut wird. 


Thermoactinomyces thalpophilus Waksman u. Corke, 
Hens. emend. 

Sporen einzeln oder in kurzen Ketten, rund, 0,8—1,8 ww. Verlauf der Substrat- 
hyphen geradlinig, Verzweigung gering. Verzweigungsbild klar. Kolonien farblos 
bis orange, Luftmycel weiB, (wasserlésliches weinrotes Pigment auf Hefe-Glucose- 
Agar nach WAxksMAN u. CorKE). Eurythermal thermophil, Wachstum gleich gut 
unter aeroben wie anaeroben Bedingungen. 

Herkunft der Stamme. A,4, 4y9, As, Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8.55, ver- 
rotteter Schafmist (‘Tiefstall). 


Alle Stamme wurden reingeziichtet. 


Die Isolierung und Reinziichtung der Art gelingt leicht auf Nahrsalz- 
Agar (Stammldsung IV) mit 0,5°%, Glucose und 1% Saccharose. Um die 
Kolonien entsteht eine breite bakterienfreie Zone. Ob es sich hierbei um 
die Ausscheidung antibiotischer Stoffe oder lediglich um Saure handelt, 
wurde nicht gepriift. Schwierig ist die Kultur im Hangetropfen. Die 
Sporen keimen zwar aus und bilden im Tropfen selbst Lufthyphen mit 
Sporen, doch nur selten wachsen die Hyphen iiber den Tropfenrand 
hinaus, so da® sich das Verzweigungsbild erkennen 1aBt. Solche 
Praparate lassen sich zudem wie bei T'hermomonospora curvata schlecht 
fixieren und farben. Der Grund hierfiir liegt wohl bei beiden Arten in 
einem besonders raschen Absterben der Substrathyphen, deren Autolyse 
beginnt, ehe die Luftsporen voll entwickelt sind. 

Die Substrathyphen sind wenig verzweigt und verlaufen geradlinig, 
was man auch an Agarkolonien gut beobachten kann. Die Sporen werden 
meist sitzend, seltener auf kurzen Sporentragern gebildet, gewohnlich 
stehen sie einzeln, dazwischen aber immer wieder in kurzen Ketten zu 
24 (Abb. 31, 32). Die Sporenwand farbt sich starker als der Sporen- 
inhalt, eine Higenschaft, welche die Art mit der Gattung Micromonospora 
gemeinsam hat (vgl. JENSEN, 1930). Hypheneinrollungen wurden bisher 
nicht beobachtet. Die lockere Verzweigung der Substrathyphen zusam- 
men mit der besonderen Entstehungsweise der Lufthyphen bedingt das 
auf vielen Nahrbéden staubige Aussehen des Luftmycels. Bei den anderen 
thermophilen Arten bildet das Luftmycel eine mehr oder weniger dicke, 


héckerige Kruste. 
28* 
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Die Stamme gediehen gut bei 50—60° C. Bei 40° C war das Wachstum 
geringer, bei 28 und 65° C nicht festzustellen. Ihre physiologischen Eigen- 
schaften schwankten mehr als bei anderen Arten. Das von WAKSMAN u. 

‘oRKE beschriebene charakteristische wasserlésliche, weinrote Pigment 
bildeten die Stamme auf zuckerhaltigem Nahrsalz-Agar, nicht dagegen 
auf dem Hefe-Glucose-Agar, auf dem sie kaum wuchsen. 

Physiologische Eigenschaften der verschiedenen Stémme bei 


50° CG (Ayo und strain 208) und 60° C (Ag,) unter aeroben Bedingungen, 
sowie bei 60° C (A,,4) unter 


anaeroben Bedingungen : 
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Abb. 34. Thermoactinomyces glaucus. Verzweigung Abb. 35. Thermoactinomyces glaucus. 
der Substrathyphen. 3 Tage alte Héngetropfenkultur Seitliche Hypheneinrollung. 2 Tage alte 
(Stamm R,;), Dauerpraiparat. 100 x Hingetropfenkultur, Dauerpriiparat. 


400 x 


Cellulosedextrin-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung gering bis maBig, 
Kolonien farblos. — Fleischextrakt-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung 
gering bis maBig, Kolonien gelb. — Casein-Glucose-Agar. Wachstum mabig, 
Luftmycel kaum vorhanden, Kolonien farblos. — Asparagin-Glycerin-Agar. 
Wachstum und Luftmycelbildung maBig oder gut, Kolonien orange. — Czapek- 
Agar. Fast kein Wachstum. — Hefe-Agar. Wachstum gut, dicker Luftmycel- 
belag, Kolonien orange. — Hefe-Glucose-Agar. Fast kein Wachstum, bei 
strain 208 erst gut, spiter gering. — Kartoffel-AgarI. A,, und strain 208: 
Wachstum und Luftmycelbildung gut, Kolonien orange; A, 9, 43.: kaum Wachs- 
tum. — Kartoffel-AgarII. Wachstum gut, dicker Luftmycelbelag (4j4, Aso, 
strain 208), Kolonien orange oder kein Wachstum (Ago, strain 208). — Kartoffel- 
keil. Wachstum stellenweise gut mit Luftmycelbelag. — Vitambaktlésung. 
Wachstum meist gut, Luftmycelbelag, Kolonien orange, gelegentlich kein Wachs- 
tum (Ag, strain 208). — Starke. Rasch hydrolysiert. — Nitrat. Keine Nitrit- 
bildung nach 8 Tagen (nach WAKSMAN u. CorKE begrenzte Nitritbildung). — Milch. 
Rasch koaguliert und peptonisiert. — Gelatine und Nahrgelatine. Nicht ver- 
andert (nach WAKSMAN u. CorKE verfliissigt). 


Thermoactinomyces glaucus Hens. n. sp. 


Sporenketten einfach oder verzweigt, etwa 7 yu lang, meistens mit 4—10 Sporen; 
gerade oder gebogen. Sporen rund oder oval, 0,9—1,4 x 1,5—1,9 uw. Hyphenein- 
rollungen hiufig. Verlauf der Substrathyphen gewunden, Substratmycel stark ver- 
zweigt, Verzweigungsbild verworren. Kolonien stets farblos, Luftmycel weiB bis 
blaugriinlich, Eurythermal thermophil, fakultativ aerob. 
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Herkunft der Stamme. F,,, R,, Berlin, 31. 3.55, frischer Kuhmist. — R,;, Rog, 
A,, Kerava, Nyland, Finnland, 26. 8. 55, verrotteter Schafmist (Tiefstall). 

Davon wurden rein geziichtet: R,,, Ag). 

Die Staémme wurden auf Cellulosedextrin-Agar isoliert und rein- 
gezuchtet. Sie stimmen nicht in allen morphologischen und physiolo- 
gischen Eigenschaften vollstandig tiberein. Stamm A,, bildet haupt- 
sichlich Lufthyphen mit einzeln stehenden Sporenketten (Abb. 37), das 
Luftmycel ist stets rein weib, das 
Wachstum verhaltnismaBig langsam 
und das Substratmycel nicht so wirr 
verzweigt. Bei den tibrigen Stammen 
farbt sich das Luftmycel bei gutem 
Wachstum bald blaugriinlich, die 


Abb. 36. Thermoactinomyces glaucus. Abb. 37. Thermoactinomyces glaucus. Sporen- 
Beginn der Lufthyphenbildung. £ Lufthypen, bildung. Sporenketten links und rechts im 
S Substrathypen. 8 Tage alte Hiingetropfenkultur Bilde, oben eine terminale Hypheneinrollung. 

(Stamm Roy), Dauerpraparat. 250 x 5 Tage alte Hiingetropfenkultur (Stamm 429), 

Dauerpriiparat. 360 x 


Sporenketten werden von Rg, dicht wirtelig, vor allem terminal gebildet 
(Beginn in Abb. 36). In Hangetropfenkulturen sind stets zahlreiche, ge- 
wohnlich seitliche Hypheneinrollungen zu beobachten (Abb. 39, 37), da- 
gegen nur selten Luftsporen, die erst nach 5—8 Tagen gebildet werden. 
Das Substratmycel ist reich verzweigt, der Verlauf der Hyphen stark 
gebogen (Abb. 34). 

Das Wachstum ist gut bei 40 und 50° C, bei 60° C hochstens gering, 
bei 28°C nicht festzustellen. Thermoactinomyces glaucus ist ein aus- 
gesprochener Cellulosezersetzer. Die Art greift als einzige der unter- 
suchten, thermophilen Actinomyceten reine Cellulose an (Cellulose- 
flocken mit Stammldsung I durchtrankt). 


Physiologische Eigenschaften bei 50° C unter anaeroben Be- 
dingungen: 

Cellulosedextrin-Agar. Wachstum gut, dicker Belag von weifem bis griinem 
Luftmycel. — Fleischextrakt-Agar. Kaum Wachstum. — Casein-Glucose- 
Agar. Wachstum gering bis mafig, kaum Luftmycel. — Asparagin-Glycerin- 
Agar. Wachstum mafig, kaum Luftmycel. — Czapek-Agar. Wachstum und Luft- 
mycelbildung maBig. —Hefe- Agar. Wachstum gut, Luftmycel kaum vorhanden.-— 
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Hefe-Glucose-Agar. R,, Wachstum gut, kaum Luftmycel, A. kein Wachs- 
tum. — Kartoffel-Agar I. R,, Wachstum gut, kein Luftmycel, As, kein Wachs- 
tum. — Kartoffel-Agar II. R,,; Wachstum gut, kein Luftmycel, Ay, kein Wachs- 
tum. — Kartoffelkeil. R,, nur wenige Einzelkolonien ohne Luftmycel, Ay. kein 
Wachstum. — Vitambaktlésung. Kein Wachstum oder wenige Einzelkolonien 
ohne Luftmycel. — Starke. Langsame Hydrolyse. — Nitrat. Nitritbildung bei 
R,, stark, bei Aj, schwach. — Milch. Langsam koaguliert und peptonisiert 
(11 Tage) durch R,,, durch A,, nicht verindert. —Gelatine und Nahrgelatine. 
Nicht verandert. 


Bevor sich entscheiden laBt, ob Ag, als eigene Art abzutrennen ist, 
oder ob es sich nur um einen im Wachstum gehemmten Stamm gleicher 
Art handelt, miissen noch mehr Stéamme morphologisch und physiolo- 
gisch untersucht werden. 


Pseudonocardia 
Pseudonocardia thermophila Hens. n. gen. et sp. 


Kolonien auf Agar farblos oder gelb, Luftmycel scharf umgrenzt, weiB. Luft- 
hyphen unverzweigt, entstehen aus Seitenaisten der Substrathyphen, bilden sich 
vollstindig in lange Sporenketten um. Sporenbildung basipetal. Sporenketten 
gerade, Sporen zylindrisch ungleich groB. Substratmycel septiert, Hyphenverlauf 
geradlinig oder eckig, Verzweigungsbild klar. Sporenbildung im Substratmycel. 
Grampositiv, nicht saurefest, eury- 
thermal thermophil, fakultativ aerob. 


~ 
TPN SOR? 
Abb. 38. Pseudonocardia thermophila. Abb. 39. Pseudonocardia thermophila. 
2 Tage alte Agarkultur. Luftmycel, 50 » Luftsporenkette. 2 Tage alte Hingetropfen- 


kultur, lebend, ungefiirbt. 1500 » 


Lufthyphen 55—75 (130) « lang, 1,5—1,6 « dick. Luftsporen zu 6—20, an der 
Spitze der Hyphe 2,5 uv, an der Basis 54 lang, 1,5—1,8 w breit. Substrathyphen 
0,9—1,0 w dick, Substratsporen 2,5 < 1,5—1,8 yu. 

Herkunft der Staémme. Ry, Berlin, 5. 5.55, verrotteter Mischmist I. — Ajo, , Ayg 
Berlin, 4. 11. 55, frischer Pferdemist. 

Davon wurden rein geziichtet. R 


88° A 18° 


Die Stémme wurden auf Cellulosedextrin-Agar isoliert und auf Hefe- 
Agar reingeziichtet. Die Substrathyphen sind wenig verzweigt, sie bilden 
bald Querwinde. Der Hyphenverlauf ist gerade oder zickzackformig, 
indem die einzelnen Zellen sich eckig gegeneinander verschieben (Abb. 40, 
41). Zickzackformige Substrathyphen werden in fliissigen und festen 
Nahrmedien sowie beim Aufwachsen der Hyphen auf Glas gebildet. 
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In Hangetropfenkulturen werden nach 2—4 Tagen Luftsporen 
(Abb. 39) und Substratsporen (Abb. 41) entwickelt. Bald nachdem die 
Substrathyphen aus dem Tropfen herauswachsen, verbreitern sie sich 
zur Dicke der Lufthyphen und zerfallen in zylindrische Sporen. Die 
Sporenbildung beginnt an der Spitze und erfaBbt schlieBlich Hyphenteile, 
die sich noch innerhalb des 
Tropfens befinden. Die Bil- 
dung der Substratsporen 
scheint vor allem durch eine 
allmahliche Austrocknung 
ausgelost zu werden, denn 
auch in der Mitte des 'Trop- 
fens entstehen, besonders 
beim Austrocknen, in. den 
Substrathyphen — terminal 
und intercalar Sporen. Die 


Bildung von Substratsporen Abb. 40. Pseudonocardia thermophila. 
. : Substratmycel, Zickzackverlauf der Hyphen. 2 Tage alte 
wurde auch bei Agarkolonien Hingetropfenkultur, lebend, ungefarbt. 700 x 


beobachtet. Die Lufthyphen 
bilden sich wie bei Strepto- 
myces vollstandig in Sporen- 
ketten um (Abb. 39). Das 
Luftmycel der Agarkolonien 
bietet das gleiche Bild wie 
bei einer Streptomyces-Art 
mit geraden Luftsporen- 
ketten (vgl. Abb. 38 mit 2). 


Die Art gedeiht gut bei 
40—50° C, bei 28° C kaum, 


bei 60° C nur unter Sauer- Cage 
< Abb. 41. Pseudonocardia thermophila. Substratmycel. 
stoffausschluB. Bei gutem Bildung von Substratsporen (vor allem rechts im Bilde). 


Wachstum sind die Kolonien 3 Tage alte Hiingetropfenkultur, Dauerpraparat. 700 x 
haufig gelb. 

Physiologische Eigenschaften unter anaeroben Bedingungen 
bei 50° C: 

Cellulosedextrin- Agar. Wachstum und Luftmycelbildung gut, Kolonien farb- 
los. — Fleischextrakt-Agar. Wachstum gut, dicker Luftmycelbelag, Kolonien 
gelb. — Casein-Glucose-Agar. Wachstum kaum vorhanden. — Asparagin- 
Glycerin-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung mafig, Kolonien gelblich. — 
Czapek-Agar. Wachstum und Luftmycelbildung gut, Kolonien gelblich. — He fe- 
Agar. Wachstum gut, dicker Luftmycelbelag, Kolonien gelb. — Hefe-Glucose- 
Agar. Wachstum gut, kaum Luftmycel, Kolonien gelblich. — Karto ffel-Agar lL. 
Wachstum stellenweise gut, dicker Luftmycelbelag, Kolonien gelborange. -— 
Kartoffel-Agar II. Wachstum stellenweise gut, mehr oder weniger dicker Luft- 
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mycelbelag, Kolonien orange. — Kartoffelkeil. Vereinzelte gelbliche Kolonien 
ohne Luftmycel, Substrat gelb verfarbt. — Vitambaktlésung. Bildung einer 
dicken Schicht von weiBem, knorpeligem Luftmycel, keine Abschniirung von 
Sporen. — Starke. Keine Hydrolyse. — Nitrat. Langsame Reduktion zu Ni- 
trit. — Milch. Nicht verandert (nach 16 Tagen). — Gelatine und Nahrgelatine. 
Nicht verfliissigt. 

In den morphologischen Eigenschaften steht Pseudonocardia zwischen 
Streptomyces und Nocardia. Mit Nocardia hat die Art die Septierung des 
Substratmycels gemeinsam, doch findet keine Fragmentierung statt. 
Der eckige Verlauf der Substrathyphen erinnert an das ,,Winkelwachs- 
tum‘‘, das ORsKov (1923, 1938) fiir einige Formen seiner Gruppe II B, 
wahrscheinlich Nocardien, beschrieben hat. Im Unterschied zu Psew- 
donocardia blieben bei diesen Actinomyceten die Zellen der Substrat- 
hyphen nur im lockeren Verband miteinander, da die Enden aneinander 
vorbeigleitend weiterwuchsen. Genau so wie bei Streptomyces ist die 
Entwicklung der Lufthyphen, die dicker als die Substrathyphen sind 
und sich vollig in lange Sporenketten umwandeln. Morphologisch ahnlich 
wie Pseudonocardia sind die Formen der Gruppe I B von JENSEN (1931). 
Sie bilden ebenfalls gerade Luftsporenketten mit ungleich grofen, 
zylindrischen Sporen und auf bestimmten Nahrbéden septierte Substrat- 
hyphen. Im Unterschied zu Pseudonocardia hydrolysieren alle diese 
Formen Gelatine und Starke. 

Die von Sames (1900) und Scutrze (1908) beschriebenen thermophilen Ac- 
tinomyceten mit septiertem Substratmycel sind nicht identisch mit Pseudonocardia. 
Die erstere Art bildet Luftsporen in spiraligen Ketten, und bei der anderen handelt 
es sich wahrscheinlich um einen Thermoactinomyceten, da dessen Sporenketten an 
einer ungeteilten Achse stehen. ScHUTzE war im iibrigen nicht sicher, ob die von ihm 


beschriebene Art wirklich Querwande bildete, oder ob es sich bei der Fragmentation 
der Hyphen nur um iibliche Alterserscheinungen handelte. 


Bestimmungsschliissel 


fiir die beschriebenen thermophilen Arten der Familie der Strepto- 
mycetaceen : 
la. Substratmycel septiert, Sporen sowohl vom Luft- als auch vom Substrat- 
mycel gebildet : 
tb. Substratmycel unseptiert 
2a. Luftsporen in Ketten 


Pseudonocardia thermophila 


3a. Lufthyphen bilden sich vollstandig in Sporenketten um 
4a. Sporenketten gerade . 

4b. Sporenketten nicht gerade. 

5a. Sporenketten spiralig . . . . . . Streptomyces thermovulgaris 

5b. Sporenketten gebogen bis kniuelig Streptomyces thermoviolaceus 

6a. violette Pigmentausscheidung auf Kartoffel subsp. pingens 

6b. keine Pigmentausscheidung auf Kartoffel subsp. apingens 

3b. Lufthyphen bilden sich nicht vollstandig in Sporenketten um, sondern 


die Sporenketten stehen seitlich und terminal an der ungeteilt  blei- 
benden Hyphe 


Ja. Sporen zu zweit 


. Streptomyces rectus 


. Thermopolyspora bispora 
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7b. Sporen zu mehr als zwei 
8a. Sporenketten an Lufthyphen aus seitlichen Asten der Substrathyphen, 
Kolonien haufig gelb, Luftmycel wei Thermopolyspora polyspora 
8b. Sporenketten an Lufthyphen aus seitlichen, terminalen sowie bogen- 
formig aufwirts gekriimmten Teilen der Substrathyphen, Kolonien 
auf allen Nahrbéden farblos, Luftmycel wei bis blaugriinlich . 


Thermoactinomyces glaucus 
2b. Luftsporen gewohnlich einzeln 
9a. Verlauf der Substrathyphen geradlinig 

10a. Sporen stets einzeln auf einfachen oder verzweigten Tragern 
11a. Sporenstaénde kopfig oder traubig, Hypheneinrollungen selten 
Thermomonospora fusca 
11b. Sporenstande ahrig oder knauelig, Hypheneinrollungen haufig 
Thermomonospora lineata 
10b. Sporen meist sitzend, gewéhnlich einzeln, seltener in kurzen Ketten 
Thermoactinomyces thalpophilus 
9b. Verlauf der Substrathyphen gewunden, Hypheneinrollungen haufig, 
Sporen stets einzeln auf einfachen oder verzweigten Tragern . . . . . 
Thermomonospora curvata 


Riickblick 


Es scheint notwendig zu sein, nochmals ausdriicklich auf die Bedeu- 
tung der Untersuchungsmethode fiir die systematische Bearbeitung der 
Actinomyceten hinzuweisen; denn Jones (1949) hat die Charakterisierung 
der Gattung Streptomyces nach der Form der Sporenketten, wie sie von 
Waxksman durchgefiihrt wurde, angegriffen, weil er selber bei Anzucht 
seiner Stimme auf Fleischextrakt-Pepton-Glucose-Agar gar keine oder 
nur unregelmafige Luftmycel- und Sporenbildung erhielt. Vorausset- 
zung fiir die Entwicklung von Luftsporen und damit die Erkennung der 
Bildungsweise der Sporen ist selbstverstandlich die Ziichtung der Acti- 
nomyceten auf hierfiir geeigneten Naihrmedien unter optimalen Tem- 
peratur- und Sauerstoffverhaltnissen (vgl. 8.381). Ebenso ist die Kultur 
im Hangetropfen oder die Anwendung der Kontaktmethode Voraus- 
setzung fiir die Erkennung des Verzweigungsbildes des Substratmycels. 

Im Verlaufe der Untersuchungen konnten zwar eine Reihe von mor- 
phologischen Beobachtungen gemacht werden, aber viele, vor allem 
biologische und physiologische Fragen blieben noch ungeklart, z. B. 
welche Bedeutung den Hypheneinrollungen und den Chlamydosporen 
fiir den Entwicklungsablauf der Actinomyceten zukommt, oder wie 
sich im einzelnen bei der Gattung Thermoactinomyces die Abschnitte 
der Substrathyphen zu Lufthyphen entwickeln. Noch gar nichts kann 
ferner tiber das Freiwerden der Sporen bei den thermophilen Arten gesagt 
werden. VERNON (1955) beschreibt fiir Streptomyces-Arten zwei Moglich- 
keiten: Die Sporen in den Ketten werden entweder durch Autolyse des 
Hyphenrestes oder durch ein Aufreiben der Hyphenwand in der Langs- 
richtung frei. Entsprechende Angaben fiir Actinomyceten mit Hinzel- 
sporen liegen nicht vor. 
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Die systematische Einteilung der Actinomyceten auf Grund morpho- 
logischer Eigenschaften geht auf OrsKov (1923) zuriick, der als erster 
die Formen nach der diuBeren Gestalt in groBen Gruppen zusammen- 
stellte. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, morphologische Merk- 
male nicht nur, wie heute allgemein iblich, fiir die Aufstellung der 
Familien und Gattungen, sondern weiter bis zur Kennzeichnung der 
Arten zu verwenden. Bei der Untersuchung der thermophilen Actinomy- 
ceten fanden sich mehrere, bisher nicht weiter beachtete Eigenschaften, 
die fiir diagnostische Zwecke geeignet erschienen. Die Charakterisierung 
der Luftmycel entwickelnden Gattungen der Familie der Streptomy- 
cetaceen erfolgte z. B. bisher nach der Bildung der Sporen in Form von 
Einzelsporen oder Ketten (vgl. S. 383). Wichtiger als dieses Merkmal fiir 
die Zusammengehorigkeit der Formen ist aber offenbar die Entstehungs- 
weise der Lufthyphen wie die Art ihrer Umbildung in Sporensténde. 
Erst in zweiter Linie ist die Bildung von Einzelsporen als Gattungs- 
merkmal zu beriicksichtigen und auch dann nur, wenn ausschlieBlich 
Einzelsporen, niemals Sporenketten gebildet werden. 

Stémme mit gleichen morphologischen Eigenschaften, die sich jedoch 
in einem augenfilligen physiologischen Merkmal, wie z. B. der Aus- 
scheidung eines Pigments, unterscheiden, sollten nur als verschiedene 
Unterarten aufgefaBt werden. Ob man Unterschiede in physiologischen 
Eigenschaften als Artmerkmale betrachtet oder nicht, beruht allerdings 
auf der persénlichen Einstellung des Bearbeiters. Auch bei anderen 
Pflanzengruppen gehen die Meinungen tiber den diagnostischen Wert 
physiologischer Eigenschaften auseinander. So werden z. B. Flechten, 
die sich nur durch den Gehalt an bestimmten Flechtensaéuren unter- 
scheiden, von einigen Forschern als eigene Arten, von anderen jedoch 
als Varietaten angesehen. Die Actinomyceten sind bisher nach physio- 
logischen Merkmalen als Arten oder Artgruppen (vgl. 8.382) beschrieben 
worden, und diese Einteilung war nicht sehr befriedigend. Fiare u. Mit- 
arb. (1952) haben neuerdings versucht, eine Anzahl von Streptomyces- 
Formen zuerst nach einem morphologischen Merkmal zu ordnen. Sie 
wihlten hierzu die Beschaffenheit der Sporenmembran, wie sie in 
elektronenoptischen Aufnahmen zu erkennen ist, und fanden in Gruppen 
aus Formen mit gleicher Sporenhautstruktur eine bessere Uberein- 
stimmung in den physiologischen Eigenschaften als in Gruppen, die sie 
zuerst nach irgendeinem gleichen physiologischen Merkmal zusammen- 
gefaBbt hatten. Ob die Einteilungsprinzipien, die in der vorliegenden 
Untersuchung fiir die thermophilen Actinomyceten verwendet wurden, 
fiir eine systematische Neuordnung der mesophilen Formen geeignet 
sind und ausreichen, miissen weitere Untersuchungen zeigen. 

Die hier gegebene systematische Beschreibung der thermophilen 
Actinomyceten stiitzt sich auf morphologische Beobachtungen an Agar- 
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kolonien, Haingetropfenkulturen und Aufwuchspraparaten aus Kontakt- 
versuchen. Méglicherweise ergeben sich bei der Untersuchung von sub- 
mersen Kulturen neue, diagnostisch wichtige Merkmale, die eine Er- 
weiterung oder Einschrinkung der Gattungs- bzw. Artcharakteristiken 
erforderlich machen, und zwar besonders in bezug auf die Fahigkeit zur 
Bildung von Substratsporen; denn eine Sporenbildung im Substrat- 
mycel submerser Kulturen wurde von Carvasau (1947) bei Streptomyces 
griseus und von ERIKSON (1933) bei einer thermophilen Art mit Einzel- 
sporen beobachtet. 


Zusammenfassung 


Aus Stallmist verschiedener Herkunft und Zusammensetzung wurden 
11 verschiedene thermophile Strahlenpilzarten isoliert und ihre morpho- 
logischen und physiologischen Eigenschaften untersucht. Alle gehoren 
zur Familie der Streptomycetaceen. Sie werden ausfiihrlich beschrieben. 

Auf Grund der Beobachtungen an diesen Arten werden die Actinomy- 
ceten systematisch neu eingeteilt, 3 neue Gattungen (7hermomonospora, 
Thermopolyspora und Pseudonocardia) werden aufgestellt. Ein Be- 
stimmungsschliissel fiir die isolierten Arten wird gebracht. 
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Studien tiber die Kupferaufnahme in Conidien 
von Fusarium decemeellulare 


Von 
R. TROGER 
Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 18. Dezember 1956) 


In einer fritheren Mitteilung (TROGER, 1956) wurde tiber die Auf- 
nahme von Kupferionen in die Conidien des Pilzes Fusarvwm decemcellu- 
lare berichtet. Es wurde gefunden, dai Kupfer einer bestimmten dar- 
gebotenen Konzentration erst nach geraumer Zeit mit Kupfer-Indi- 
catoren in lebenden Conidien des Pilzes nachzuweisen war. Dabei ver- 
hielten sich die Kammern der Conidien beziiglich der Geschwindigkeit der 
Kupferaufnahme unterschiedlich. Weiter ergab sich, daf} in den lebenden, 
nur wenige Stunden mit Kupfer behandelten Conidien kein Kupfer auf- 
findbar war, daB dann aber nach dem Abtéten durch Hitzeeinwirkung das 
Kupfer in den Conidien nachweisbar wurde. Die Farbung der toten 
Conidien, gleichzusetzen mit positiver Kupferreaktion, verblaBte aber 
nach einiger Zeit. Diese Erscheinung gab Anlaf zu Vermutungen iiber 
die Hitzeeinwirkung auf lebende, kupferbehandelte Conidien. Eine 
exakte Erklarung der Verhaltnisse stand aber noch aus. In der folgenden 
kurzen Mitteilung wird auf dieses Phinomen und dessen Begleit- 
erscheinungen, sowie auf das Verhalten der Conidien bei kurzzeitiger, 
starker Kupfereinwirkung naher eingegangen. 


Methodik 


Versuchspilz war Fusarium decemcellulare (Briek). Die morphologischen und 
taxonomischen Daten sind bei WOLLENWEBER u. REINKING (1935) zu finden. Die 
Anzucht des Pilzes erfolgte in Kulturréhrchen ausschlieBlich auf Malzagar in der 
Zusammensetzung: 30g Malzextrakt, 2g Pepton und 25g Agar auf einen Liter 
Aqua dest. Die Kulturen wurden bei 26° -- 1° C im Thermostaten bebriitet. Fir 
die Versuche wurden 25 Tage alte Kulturen verwendet. 

Pigmentfreie Conidien wurden stets mit einer Platinése, in Gerateglas einge- 
schmolzen, den Anzuchten entnommen und sofort in die Versuchslésungen suspen- 
diert. Die Suspensionen enthielten rund 1 - 10° Conidien/ml. 

Alle verwendeten Glasgerate (auBer Objekttragern und Deckglisern) waren 
ausschlieBlich aus Jenaer Gerateglas 20. Sie wurden mit KOH, HCl und Aqua dest. 
gereinigt. 

Die Destillation des Wassers erfolgte in einer Schott-Apparatur aus Rasotherm- 
bzw. Geriateglas 20. Das Wasser kam, auBer mit der Platinése, nicht mit Metall- 


gegenstanden in Beriihrung. 
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Die verwendeten Chemikalien hatten den handelsiiblich héchsten Reinheitsgrad 
und wurden entweder von Merck, Schuchardt oder Schering bezogen. Als Agar 
wurde Agar-Agar, Kobe, verwendet. 

Fiir cH+-Messungen wurden Lyphan- oder Indical-Streifen benutzt. 

Fiir Kupferbestimmungen diente das PuLrricn-Stufenphotometer der Firma 
Zeiss, Jena. 

Als Kupferindicatoren wurden Na-diaithyldithiocarbamat (DIECA), Diphenyl- 
carbazon und 1,5-Diphenylearbohydrazid angewendet. — Die Konzentration der 
Indicatoren war 20 mg/10 ml Aqua dest. Die Lésungen wurden jeden zweiten Tag 
frisch angesetzt. 

Die photographische Aufnahme wurde mit der Contax D, bei Verwendung 
von Agfa Isopan FF angefertigt. Objektiv: Apochromat HI 60mal, Ocular: 
Komp. 10mal. 


Versuche 


Zu den Fragen der Kupferaufnahme bei Conidien von Fusariwm 
decemcellulare ist einleitend zu bemerken: Bei kleinen Kupfermengen 
(44 y Cu/ml) kann man nach 6 Std in toten Conidien oder Teilen derselben 
mit Kupferindicatoren Kupfer nachweisen. Lebende Conidien zeigen 
auch nach 24 Std keine eindeutige Kupfer-Reaktion. Das Auskeimen der 
so kupferbehandelten Conidien wird nicht wesentlich beeinfluBt. Bei 
10 y Cu/ml waren eine gréBere Anzahl Conidien kupfer-positiv, wobei 
auch mikroskopische Veranderungen an der plasmatischen Struktur der 
Conidien beobachtet werden konnten. Aber selbst nach 24 Std gibt es 
in einer CuSO,-Lésung mit 10 y Cu/ml noch Conidien, in denen kein 
Kupfer nachzuweisen war. Alte Conidien wurden schneller kupfer- 
positiv als junge. 

Die Versuche wurden nun weitergefitihrt, und die Conidien kamen in 
CuSO,-Lésungen, die in abgestuften Mengen 20, 30 40 und 50 y Cu/ml 
enthielten. Bei diesen Versuchen ergab sich nur so viel als neu, daB die 
Zeiten bis zum Nachweis des Kupfers in der Conidie immer kiirzer 
wurden. Bei 50 y Cu/ml z. B. kann man in der Suspension schon nach 
15min rund 35%, Conidien finden, die véllig oder teilweise kupfer- 
positiv reagierten. Variiert man bei diesen relativ hohen Kupfergaben 
die cH*, d. h. verdéndert man die Wasserstoff-lonenkonzentration durch 
Zugabe von KOH, so bekommt man bei einer cH* von pH 8,5—10,0 eine 
etwas starkere Kupferaufnahme als bei einer cH* von pH 6,5—7,5. Setzt 
man CuSQ,-Losungen Neutralsalze zu (K,SO,, K-Menge aquivalent der 
in obigem Versuch zugesetzten K*), so war bei den relativ hohen Metall- 
gaben mit und ohne K,SO, im Bezug zur Metallaufnahme bei den Conidien 
kein Unterschied festzustellen. 

Folgende Fragen sind nun von Interesse: Dringt das Metall gleich zu 
Beginn der Kupfereinwirkung in alle Conidien ein, oder wird bei einem 
Teil derselben das Kupfer eine gewisse Zeit am Eindringen durch Krafte 
in der Conidie gehindert? In meiner friiheren Mitteilung (TROGER, 1956) 
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wurde mit einem Versuch dargelegt (S. 181), daB das Kupfer in alle 
Conidien eindringt, daB es aber nur in totgekochten Sporen auffindbar 
ist. Bei lebenden Sporen gaben unsere derzeit bekannten Kupferkomplex- 
bildner keine positive Kupfer-Reaktion. In dem beschriebenen Versuch 
wurden héchstens Kupferkonzentrationen bis 10 yCu/ml verwendet. 
Dabei war das Kupfer mit den Conidien lingere Zeit in Berithrung, so 
da nicht eindeutig zu entscheiden war, ob die Conidien durch das 
Kupfer in der Suspension geschidigt wurden, oder ob das in der Conidie 
nachweisbare Kupfer erst spater in eine bereits stoffwechselgeschadigte 
Conidie einzudringen vermochte. 

In den nun hier wiederzugebenden Versuchen wurden die Conidien 
mit 30, 40 und 50y Cu/ml (als Sulfat) in Bertihrung gebracht. Diese 
Konzentrationen sind bei laingerer Einwirkung keimhindernd, und es 
war zu priifen, wie diese Mengen wirken, wenn man sie nur kurze Zeit 
mit den Conidien in Beriihrung bringt und die Conidien sofort vom 
Metall entfernt. Die Versuche waren so angesetzt, daB nach 1, 2, 5, 10, 
15, 20 und 30 min die Conidien von der Kupferl6sung abgetrennt wurden. 
In Allihnschen Rohren G4 wurden die gekupferten Conidien von der 
Kupferlo6sung abgefiltert und sofort 5mal mit Aqua dest. gewaschen 
(durchgelaufene H,O-Menge 200 ml, Absaugzeit 5mal je 3 min). Die so 
behandelten Conidien konnten anschlieBend im Keimtest auf Keimung 
und Lebensfahigkeit gepriift werden, wobei sich folgendes zeigte: Selbst 
bei 50 y Cu/ml keimten die Sporen nach 30 min Kupfereinwirkung noch 
zu rund 80% aus. Abimpfungen der gekupferten Conidien auf Malzagar 
brachten ein normales Wachstumsbild des Pilzes. 

Kocht man die gekupferten, gewaschenen Conidien tot (Siedetempera- 
tur 25 sec), so konnte man in allen Conidien, die langer als 4 min dem 
Metall ausgesetzt waren, Kupfer nachweisen. Es wurde aber eingangs 
erwahnt, daB bei den Conidien dieses Ansatzes im lebenden Zustand 
nur zu 35% positive Kupfer-Reaktion festzustellen war, obwohl dort 
auch 50 y Cu/ml zur Anwendung kamen und das Auskeimen bei nur 
20% der Sporen behindert war. Der Kupfernachweis in den Conidien 
konnte sowohl mit DIECA, Diphenylcarbazon oder Diphenylearbo- 
hydrazid gefiihrt werden. 

Nach 5 min Kupferbehandlung ist das Metall also schon in der Conidie 
mit Kupferkomplexbildnern nachzuweisen, wenn man die Kupferkonzen- 
tration bei der Einwirkung entsprechend hoch gehalten hatte und die 
Sporen vor der Reaktion abtotet. 

In weiteren Versuchsreihen mute das Abtéten der gekupferten Coni- 
dien und der Kupfernachweis naéher untersucht werden. In der Regel 
wurden die Conidien in Aqua dest. gekocht, wobei die Suspension schnell 
zum Sieden erhitzt wurde. Die Conidien verblieben 20—30 sec im Wasser 
bei Siedetemperatur; anschlieBend erfolgte ein rasches Abkiihlen der 
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Suspension bis auf Zimmertemperatur. In so vorbehandelten, gekupfer- 

ten Conidien war der Kupfernachweis mit den angegebenen Komplex- 
bildnern leicht zu fiihren. Wie ich bereits 1956 beschrieben habe, kam | 
es auch hier bei den mit héherer Kupferkonzentration behandelten und - 
dann abgetéteten Conidien nach einiger Zeit zum Verblassen des farbigen - 
Kupferkomplexes. Im allgemeinen wurden die Conidien und die Farb- 

reaktionen in den Conidien bei etwa 100facher VergréRerung beobachtet, , 
wobei einwandfrei das Ausbleichen des gelbbraunen DIECA-Kupfers, des | 


; = 7, 
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Abb. 1. 
Conidie von Fusarium decemcellulare, die einer Kupferkonzentration von 30 y Cu/ml 15 min | 
ausgesetzt war. AnschlieBend wurde sie vom Cu getrennt, gewaschen, totgekocht und mit DIECA’ . 
versetzt. Einwirkungsdauer des Indicators: 2 min; Vergr.: 2000mal 


rotlichen Diphenylcarbazon-Kupfers bzw. des blauroten Diphenylearbo- - 
hydrazid-Kupfers festzustellen war. In den weitergefiihrten Unter- - 
suchungen kam es nun zu einer einfachen Aufklarung dieses Ausbleich- - 
phanomens. Betrachtete man némlich diesen Vorgang mit Hilfe eines : 
Immersionsobjektives, also bei etwa 1200facher VergréBerung, so konnte » 
folgendes beobachtet werden: Beim Behandeln der gekupferten, totge- - 
kochten Conidien mit Indicatoren kam es nach einer bestimmten Zeit zu | 
einer _Koagulation, oder besser gesagt, zu einem Zusammenziehen des : 
gebildeten Kupferkomplexes an einer oder mehreren Stellen je Conidien- - 
kammer. Der Farbstoff hatte sich in ein winziges Kliimpchen zusammen- - 
geballt, und der andere Kammerteil wurde farblos. Die Abb. 1 zeigt: 
ein Beispiel fiir dieses Verhalten. Aus ihr ist weiterhin zu entnehmen, . 
daf} nicht alles Plasma der Conidienkammern zusammengeballt ist, denn } 
die Kupferkomplexkliimpchen liegen in oder auf einer blasigen, hitze- - 
gefillten Plasmamasse. Fiir diese Anordnung gibt es zwei Deutungen: : 
Entweder wurde das eingedrungene Kupfer nur in Oberflichenschichten 
des Protoplasmas abgefangen und gebunden oder, was wahrscheinlicher / 
ist, der Kupferkomplex hat sich in Lipoidfilmen angereichert, wobei es : 
durch veranderte Oberflichenkrafte zum Zusammenballen dieser Lipoid- - 
schichten kommt. Durch Modellversuche konnte bestatigt werden, dab } 
die Kupferkomplexe, wie sie bei meinen Versuchen vorliegen, simtlich } 
in Olen und Fetten léslich sind. 
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Die Geschwindigkeit dieser Komplexzusammenballung hangt dabei 
von der Kupferkonzentration und der Zeit der Einwirkung ab, denen 
die Conidien im lebenden Zustand ausgesetzt waren. 

Selbstverstandlich wurden die Kupferkomplexbildner zur Kontrolle 
auch auf ungekupferte, hitzebehandelte Conidien gegeben. Bei diesen 
Versuchen konnten nie die Erscheinungen beobachtet werden, die regel- 
mabig bei gekupferten Conidien wahrzunehmen waren. 

Ganz anders verhalten sich Conidien, die lange Zeit, z. B. 24 Std, 
einer Kupferkonzentration von 50 y Cu/ml ausgesetzt waren. Hier konnte 
nach dem Abtrennen des Kupfers und der nachfolgenden Hitzeeinwir- 
kung und Indicatorzugabe kein Zusammenziehen des farbigen Kom- 
plexes beobachtet werden. Die ausgefallten Plasmamassen waren durch 
und durch angefarbt. 

Variierte man die Hitzeeinwirkung, so konnte folgendes festgestellt 
werden: Der 100° ige Nachweis des sonst in lebenden Conidien unauf- 
findbaren Kupfers war erstmalig eindeutig zu erhalten, wenn die Suspen- 
sion der gekupferten, gewaschenen Conidien 5 min auf 60° C erwarmt 
worden war, wobei etwa 1 min Anwarmzeit bis auf 60° C hinzugerechnet 
werden muB. 

Die Suspension mit den gekupferten, gewaschenen Conidien wurde 
auch 1 Std gekocht und der Kupfernachweis war normal zu fihren. 
Das Zusammenballen des farbigen Komplexes war wie immer vor- 
handen. Erganzend soll noch bemerkt werden, daB das Kupfer auch 
dann nachzuweisen war, wenn die gekupferten und hitzegeschadigten 
Conidien erst 40 Std nach dem KochprozeB mit dem Indicator in 
Beriihrung kamen. Auch das Zusammenziehen des farbigen Komplexes 
fand statt. Ein Diffundieren oder Auswaschen von merkbaren Kupfer- 
mengen aus der toten Conidie heraus konnte somit nicht beobachtet 
werden. 

Mit Versuchsreihen, bei denen das Abtéten der Conidien durch Chemi- 
kalien vorgenommen wurde, konnte keine weitere Aufklarung des Sach- 
verhaltes erzielt werden. Tétete man namlich die Sporen mit Trichlor- 
essigsdure, Alkohol, starken Laugen oder Sauren, Formol, Phenol oder 
Desinfektionsmitteln wie C 4 oder Hydramon, so war mit unseren der- 
zeit gebraéuchlichen Kupferkomplexbildnern kein Kupfernachweis in der 
Conidie zu erzielen. Kontrollversuche, bei denen gleichzeitig die Ab- 
tétungsmittel und Kupfer gegen die Indicatoren gepriift wurden, ergaben 
entweder eine Zerstorung des Indicators, keine Bestandigkeit der Kom- 
plexfarbe oder ein Lésen des gebildeten Kupferkomplexes im Abtotungs- 
mittel. 

Starke Salzlésungen, z. B. KCl 1 molar, konnten das lebende, ge- 
kupferte Conidienplasma nicht soweit verandern, daB mit den Indica- 
toren Kupfer nachzuweisen war. 
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Diskussion und Zusammenfassung 

Die vorliegende Abhandlung bringt Hinweise zum Problem der Kupfer- 
aufnahme bei Pilzsporen. Es war frither (TROGER, 1956) schon untersucht 
worden, wie sich die Conidien von Fusarium decemcellulare gegen Metall- 
konzentrationen von 4—10y Cu/ml verhalten, wenn also eine Keim- 
behinderung mit der Nachweisbarkeit des Kupfers in der Conidie par- 
allel zu gehen scheint. 

Lat man nun verhaltnismaBig starke Kupferkonzentrationen (50 y 
Cu/ml) kurzzeitig auf die Conidien einwirken, so keimen nach 30 min 
Einwirkungsdauer noch iiber 80% der Sporen ungehindert aus, obwohl, 
wie die Versuche gezeigt haben, Kupfer in nachweisbaren Mengen in die 
Conidie eingedrungen war. Dieses Kupfer lie® sich in der lebenden 
Conidie nicht nachweisen, erst in der hitzegeschadigten wurde es bei 
Zugabe von Kupferkomplexbildnern sichtbar. Dabei ist auffallend, daB 
das Kupfer schnell in die Conidie eindringt und dai es in groBeren 
Mengen in der Conidie inaktiv festgelegt werden kann. 

Fiir die Inaktivierung gibt es Erklérungsmoéglichkeiten. Untersuchun- 
gen von ERLENMEYER u. Mitarb. (1954), KorcHir (1952), WOLFF u. 
Mitarb. (1955), Werrzen (1955), Prarr (1953), LrEBEN (1936), Farias 
u. ERLENMEYER (1955) sowie SEILER u. Mitarb. (1954) lassen auf ein 
starkes Komplexbindungsvermégen der Proteine, Peptide und Amino- 
sduren zu Kupferionen schlieBen. Die Bindungsaffinitaét des Kupfers an 
diese Stoffe mu starker sein, als zu den Indicatoren, die in meinen 
Versuchen verwendet wurden. Die Protein-, Peptid- oder Aminosaure- 
Kupferkomplexbildung ist keine Vergiftung und die Komplexe haben 
im Stoffwechselgeschehen der Spore keine letale Wirkung. Die nur 30min 
, gekupferten® Conidien waren nach den beschriebenen Versuchszeiten 
ungehindert keimfahig, und die aus der Keimung kommenden Hyphen 
lieBen keine Anderung der Wachstumsfahigkeit erkennen. Noch nicht 
erwiesen ist, ob das in der Conidie gebundene Kupfer erst nach langerer 
Zeit eine Giftwirkung ausiibt, oder ob das weiterhin eindringende, 
mengenmaig nicht mehr komplex abbindbare Kupfer die Conidie 
schadigt und letzten Endes abtétet. Jedenfalls ist aber bisher sicher, 
da® Pilzconidien in Funktionen von Zeit und Konzentration betrichtliche 
Mengen Kupfer aufnehmen kénnen, ohne dabei einen Schaden zu er- 
leiden. Bedenkt man dagegen, daB das fungicide basische Kupfer trotz 
seiner auBerst geringen Lésungstension schon durch eine kurze Kontakt- 
wirkung die Conidie am Keimen hindert (vgl. Tr6éa@ER, 1956), dann 
scheint es unwahrscheinlich, daB vom Fungicid ausgehendes Kupfer die 
Keimbehinderung herbeifiihrt. 

Nicht vollig geklart sind auch die Probleme, die sich bei der Hitze- 
einwirkung auf die Conidie ergeben. Nach Untersuchungen von Mirsky 
u. Anson (1935, 1936) sollen bei der Hitzeeinwirkung auf Protein in 
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erhéhtem Mae S-H-Gruppen nachweisbar werden, fiir die bekannt ist, 
daf sie starke Komplexaffinitaét zu Kupfer haben. Das sogenannte ,,Aus- 
bleichen“ der farbigen Kupferkomplexe bei hitzegeschadigten, gekupfer- 
ten Conidien konnte aufgeklart werden. Es handelt sich dabei um ein- 
faches Zusammenziehen des farbigen Komplexes zu kleinen Kliimpchen, 
wobei die Lipoidléslichkeit der gebildeten Kupferkomplexe héchstwahr- 
scheinlich eine Rolle spielt. 


Zusammenfassung 


1. Toxische Kupferkonzentrationen (50yCu/ml) verhalten sich beziig- 
lich der Aufnahme des Metalles in lebende Conidien von Fusarium 
decemcellulare nicht anders als geringe Mengen (14—10y Cu/ml). Die 
Zeit bis zum Nachweis des Kupfers in der lebenden Conidie wird lediglich 
kurzer. 

2. Die Kupferaufnahme in die Conidien ist bei einer cH* von pH 8,5 
bis pH 10,0 etwas starker als bei einer cHt von pH 6,5—7,5 (die cH* 
wurde mit KOH eingestellt). Zugesetzte Neutralsalze hatten keinen Ein- 
fluB auf die Metallaufnahme. 

3. Werden Conidien, die kurze Zeit in Kupferlésungen dem EinfluB 
dieses Metalles ausgesetzt waren, vom Kupfer getrennt, gewaschen und 
gekocht, so ist in allen Conidien Kupfer mit organischen Indicatoren 
nachzuweisen. Die Conidien dieser Versuchsreihe sind aber zu 80% 
keimfahig, wenn man von einer Hitzeschadigung absieht. 

4. In gekochten, gekupferten Conidien verblassen die nach Indicator- 
zugabe gebildeten farbigen Kupferkomplexe, was auf ein Zusammen- 
ballen der komplextragenden Plasmamasse zuriickzufihren ist. 

5. Bei Modellversuchen konnte beobachtet werden, dab die gebildeten 
Kupferkomplexe lipoidléslich sind. 

6. Durch Versuchsreihen, bei denen die Schidigung der gekupferten 
Conidien durch Chemikalien erfolgte, war keine weitere Klarung der 
Erscheinungen méglich, die mit der Anhaufung inaktiven Kupfers in 
Beziehung stehen. 
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der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin) 


Die Resistenz von Sporen des Oidium lupuli 
gegen Hochvacuum 
im Hinblick auf Untersuchungen mit freien Elektronen 


Von 
A. BURGER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. Dezember 1956) 


Die Untersuchungen der Effekte von Kathodenstrahlen an biologischen 
Objekten zeigten bereits in den Anfangen groBe Analogie zu denjenigen, 
die sich aus der Therapie mit kurzwelligen Strahlen (Rontgen-, Gamma- 
strahlung) ergaben. Das Auftreten von Mutationen, die Koagulation von 
Proteinen sowie der letale Charakter auf lebende Zellen lieBen vermuten, 
daB Absorptionen der primdren Strahlung zu Sekundareffekten fihren, 
bei denen Elektronen in dem Wirkungsbereich der auftreffenden Strah- 
lung eine hervorragende Rolle spielen. Einen Einblick in die spezifische 
Art der Elektronenwirkung als Streustrahlung reiner Wellen- und auch 
geladener Korpuskelstrahlen (Primar-Elektronen) ergaben die Beob- 
achtungen an Objekten der gasférmigen, fliissigen und festen Phase 
(BorHeE, 1933). 

In Analogie zur Réntgentherapie mit Ionenréhren wurden in den ersten Dezen- 
nien dieses Jahrhunderts Kathodenstrahlen in reinen Gasentladungsrohren an- 
gewendet. Erst mit der Einfiihrung der Glithkathode (RrowarpDson-Effekt in Ver- 
bindung mit Oxydiiberziigen nach WEHNELT) gelang es, freie Elektronen gréBerer 
Dichte in beliebig gewahlten Potentialfeldern nutzbar zu machen. Mit der Herab- 
setzung der beschleunigenden Potentiale um einige GroBenordnungen (bis unter 
10® V) verringert sich aber auch die Penetrationsfahigkeit der Elektronenstrahlung 
in die Materie. So z. B. erfahrt die Elektronenstrahlung in Luft bei Verminderung 
des Anodengefalles von 30 kV auf etwa 10 kV eine Abnahme der Reichweite um 


rund 90%. 

Die genannten Sekundareffekte sind wegen der Wechselwirkung im 
biologischen Objekt nicht leicht zu analysieren. Die Wirkungen im leben- 
den Organismus sind auBerordentlich komplex, so daB es gtinstig er- 
scheint, zur Erforschung des Wirkungsmechanismus der Strahlung vom 
Vielzeller zum monocellulaéren System tiberzugehen. An die Brauchbar- 
keit eines biologischen Objektes dieser Art sind strenge Bedingungen 
gekniipft, um eine bestandige Grundlage fiir die Ausgangswerte der 
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Versuche zu besitzen (ZUPPINGER, 1928). Hierzu gehGren u. a. die Homo- 
genitat des Materials (insbesondere hinsichtlich der Entwicklung und der 
erblichen Anlagen), die Konstanz der Empfindlichkeit und eine einwand- 
freie Deutung der Versuchsergebnisse. Diesen Bedingungen fiir einzellige 
Organismen entsprechen u.a. die Sporen des Schimmelpilzes Oidiwm 
lupuli. Bei Untersuchungen mit Réntgen-, UV-Strahlen und Ultraschall 
in abgestuften Energien geniigten diese Objekte den biologisch zu for- 
dernden Anspriichen und zeigten zum Teil Wachstumssteigerungen, 
andererseits bei hohen Dosen Entwicklungshemmungen. Die Anwendung 
direkter Elektronenstrahlen zur Vereinfachung und besseren Deutung 
des Wirkungsmechanismus kurzwelliger Strahlung lag nun nahe, denn 
nach DE Broeuie kann jeder Materiestrahlung der Charakter einer 
Wellenstrahlung zugesprochen werden. Gegentiber der R6ntgenstrahlung 
findet man z. B. bei Elektronenbeschleunigungspotentialen von etwa 
10—10° kV in qualitativer Hinsicht kein unterschiedliches Ergebnis 
(HaAskINS, 1938). Auf Grund der Reichweiten lassen sich die Versuche 
nur bei Energien etwa oberha <V in freier Luft ausfiihren. 
Unterhalb dieser Grenze nimmt die Reichweite in Luft sehr schnell ab 
(HOLTHUSEN u. BRAuN, 1933), so daB praktische Untersuchungen nur 
noch im Vacuum durchgefiihrt werden kénnen. Fiir den zu untersuchen- 
den Organismus bedeutet dies aber eine Anderung der Umweltbedingun- 
gen; bei dem EvacuierungsprozeB werden dem Testobjekt zwei wichtige 
Faktoren entzogen: Feuchtigkeit und Sauerstoff (Luft). 

Wenn auch im lebenden Organismus das Wasser von tiberragender 
Bedeutung ist, so zeigen die Mikroorganismen in den Sporen eine Existenz- 
form, in welcher die Anspriiche auf Wasser auf einen Minimalbetrag 
reduziert sind, zumal diese Form einen Ruhezustand der Pflanze zum 
Ausdruck bringt. Das prozentuale Verhaltnis der Anteile von Wasser zur 
Trockensubstanz betragt bei den Mikroorganismen etwa 75:25. Der 
Wassergehalt der Sporen kann bis auf 5° gesenkt werden (JoRGENSEN, 
1940), ohne die Fahigkeit zur Lebenserhaltung zu beeinflussen. Bei dem 
Gefriervacuumtrockenverfahren fallt nach K. NEUMANN (1955) die Rest- 
feuchtigkeit z. B. bei Viren auf den Betrag unter 1°% ab. Weitgehende 
Vacuumaustrocknung von Bakterienkulturen fiihrt nach den Ergeb- 
nissen von Fry u. Greaves (1951) zu geringeren Uberlebensraten. 
Andererseits haben Gyr u. Mitarb. (1949) gezeigt, daB die Trocknung 
gefrorenen Tumorgewebes keinen EinfluB auf die Fihigkeit hat, einen 
neuen Tumor im Organismus zu erzeugen. Ohne Zweifel spielt fiir den 
zeitlichen Ablauf des 'Trockenprozesses die gleichzeitige Herabsetzung 
der Temperatur eine beachtliche Rolle. Man ist geneigt anzunehmen, 
daB durch den Entzug von Wasser in fliissiger oder fester Phase die 
Konzentration der in der Zelle gelésten Salze steigt, das physiologische 
Milieu also einer Anderung unterliegt. Die Zellen bilden ein osmotisches 


Die Resistenz von Sporen des Oidium lupuli gegen Hochvacuum 425 


System. Durch die im Zellsaft und Cytoplasma gelésten Stoffe wird die 
Cytoplasmahaut gegen die Zellwand gepreft, ein Umstand, der beim 
Ausbleiben des Lésungsmittels Wasser oder schon bei der Verringerung 
der Anteilsrate Anderungen unterliegt und zu Stérungen der Keim- 
fahigkeit fiihren kann. Die Lebensfahigkeit der Sporen, die gegen Aus- 
trocknung weit resistenter als das Mycelium sind, wird im Vacuum 
offenbar durch das Ausbleiben von Sauerstoff in stirkerem MaBe ge- 
hemmt, sofern es sich nicht um ausgesprochen anaerobe oder fakultativ 
aerobe Organismen handelt. 

Einige Autoren legen dem Vacuumeinflu8 nur geringe Bedeutung bei. WELLS 
(1929) setzte bei Versuchen Staphylococcus albus einem Vacuum von 5- 10-* Torr 
auf die Dauer von 8 Std aus, ohne Anzeichen einer Beeinflussung zu bemerken. 
Haskins (1938) untersuchte die Sporen von ascomyceten Fungi, Aspergillus niger 
und Penicillium bei einem Vacuum von 10-> Torr, ohne besondere Merkmale zu 
finden. W. ScoHuMACHER (1944) iiberpriifte das Verhalten von Sporen des Oidiwm 
lupult im Vacuum (ohne Druckangaben) ebenfalls mit negativem Ergebnis. Auch 
Davis (1952) berichtet itber Arbeiten mit Sporen des Bac. subtilis im Vacuum ohne 
Kritik, wogegen Harpune u. Moos (1949) eine Schadigung an Pseudomonas pyo- 
cyanea durch den Aufenthalt im Vacuum verzeichnen, die bei den Versuchen — 
ohne nahere Zahlenangabe — beriicksichtigt wurde. 


Im eigenen Experiment mit den Sporen von Ordium lupulit muBte das 
Vacuum mit Riicksicht auf die Emissionsverhaltnisse der Gliihkathoden 
bei Bestrahlung mit Elektronen auf wenigstens 10-° Torr gehalten wer- 
den. Der in der Folge resultierende Entzug an Feuchtigkeit und Luft war 
auf den nachfolgenden Keimungsproze8 von erkennbarem Einflu8. 


Die Sporen wurden in abgestuften Zeitintervallen von 5, 10, 20, 30, 60 und 
120 min dem Vacuum ausgesetzt. Voraussetzung fiir die korrekte Durchfithrung 
der Reihenbeobachtungen (Keimung) war eine niherungsweise gleichmaBige Ver- 
teilung der Organismen. Hierfiir wurde methodisch eine Modifikation des Spriih- 
verfahrens von HARDUNG angewendet, das eine Ahbnlichkeit mit dem von W. FrRIED- 
RICH (siehe W. ScHUMACHER 1944, S. 12) eingefiihrten Prinzip der Streuung trocke- 
ner Sporen hat. Aus einer Suspension in Aqua dest. wurden die Sporen mit gefilterter 
PreBluft in eine hohe Glasglocke in Richtung nach oben gespriiht und die von den 
Nebelteilchen mitgefiihrten Partikel zunachst abgefangen. Nach einer bestimmten 
Zeit haben sich die vorwiegend schweren Partikel, aus mehreren assoziierten Sporen 
bestehend, abgesetzt, und die nunmehr noch schwebenden leichten Nebeltropfen 
mit einzelnen Sporen kénnen auf Plattchen mit oder chne getrocknetem Agar 
herabfallen. Je nach der Zeit kann die Dichte der Sporen (als monocellulare Systeme) 
verschieden gewahlt werden, um die giinstigsten Bedingungen fiir die spatere 
Keimungsbeobachtung zu erhalten. 


Das Ergebnis der Untersuchungen ist in den Abb. 1—3 zusammen- 
gefaBt. Darnach macht sich erst nach einem Hochvakuumaufenthalt von 
etwa 45 min eine Keimungsstiérung von rund 15% bemerkbar, die auch 
nach lingerer Exposition keine wesentliche Anderung erfiihrt (Abb. 1). 


1 Stamm aus der mikrobiologischen Abteilung des Instituts fir Medizin und 
Biologie, Berlin-Buch. 
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Ungiinstiger werden diese Verhialtnisse, sofern die Sporen ohne Ver- 
wendung von Agarpliattchen direkt auf Glas gespriiht und dem Hoch- 
vakuum ausgesetzt werden, ein Verfahren, das sich bei der nachfolgenden 
Behandlung mit langsamen Elektronen vorteilhaft erwiesen hat. Die 
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Abb. 3. Sporen von Oidiwm lupuli in wasserfreier Atmosphire (durch P,O;) ohne Agar 


Schadigung erreicht dann bereits nach wenigen Minuten iiber den doppel- 
ten Betrag der vorhergehend genannten Beobachtungsreihe, ohne weiter- 
hin eine Anderung der Schwankungsbreiten zu erfahren (Abb. 2). 

Um die Wirkung des Feuchtigkeitsentzuges allein zu iiberpriifen, 
wurden Sporen unter Atmospharendruck in einem hermetisch abge- 
schlossenen Raum aufbewahrt, in welchem Schalchen mit Phosphor- 
pentoxyd als starkstem Absorber eingeschlossen waren. Die Dauer der 
Aufbewahrung erstreckte sich iiber die nimlichen Zeitabschnitte, denen 
die Sporen in den obengenannten Beobachtungsreihen ausgesetzt waren. 
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Nach Abschlu8 der iiblichen Keimungsdauer von etwa 7—8 Std ist zu 
erkennen (Abb. 3), da die Schadigung iiber 20% der exponierten Kultur 
ausmacht. Nimmt man allein die Absorptionswirkung des Phosphors 
(P,0O;) auf Wasserdampf als maf geblichen Faktor an, so wiirde die 
Schadigungsquote (durch Wasserentzug) einen betrachtlichen Anteil des 
im Hochvacuum festgestellten Stérungseinflusses bedeuten. Als Anteil 
fiir den Luft- bzw. Sauerstoffmangel miBte ein geringerer Prozentsatz 
in Rechnung gesetzt werden. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB der 
Mechanismus des Wasserentzuges im Hochvacuum (bei 10~ bis 10~¢ Torr) 
ein anderer ist als derjenige des Entzugs der Feuchte durch Absorption 
mittels Phosphorpentoxyd. Das wiirde bedeuten, da Riickwirkungen 
dieses Entzugs auf das spatere Zellgeschehen eintreten, die in der mehr 
oder weniger gestorten Keimfahigkeit der Sporen ihren Ausdruck finden. 
Ob weiterhin der Phosphor eine Beeinflussung der Sporen in chemischer 
Hinsicht (etwa durch Oberflachenwirkung auf die Zellmembran) hervor- 
ruft, mag in den Bereich der Diskussion gezogen werden, braucht aber 
keineswegs zuzutreffen. 

Bei der Untersuchung der Reaktionsfahigkeit dieser Sporen z. B. auf 
Elektronenstrahlung ist der Einflu8 des Hochvacuums durch einen ent- 
sprechenden Faktor herauszustellen oder dadurch zu eliminieren, daf 
die Strahlungsergebnisse auf Vacuum-Kontrollen bezogen werden. Es 
mag nicht unerwahnt bleiben, daB die Hohe der Vacuumschadigung — 
wie die Versuche gezeigt haben — in Abhangigkeit von der Eigenart der 
Kultur (z. B. Alter, Keimungsdauer) steht und es daher empfehlenswert 
ist, die Vacuumkontrollen zur Kritik heranzuziehen. 


Zusammenfassung 
Aus den Ergebnissen ist zu ersehen, da8 ein StérungseinfluB durch 
den Aufenthalt im Hochvacuum unverkennbar vorhanden ist. Dieser 
Effekt ist den Auswirkungen, die bei weiterer Behandlung der Organis- 
men mit Elektronenstrahlung entstehen, zweifellos iiberlagert und nur 
durch Kontrollversuche unter entsprechenden Bedingungen zu elimi- 


nieren. 
Literatur 


Borne, W.: Handbuch der Physik, Bd. 22, 2, 8. 8 (1933). — Davis, M.: Physic. 
Rev. 86, 612 (1952). — Fry, R. M., and R. J. N. GREAVES: J. of Hyg. 49, 220 
(1951). — Gv, W. E.: Brit. J. Med. Psycholog. 1949, 1, 511. — Harpung, V., and 
W. Moos: Experientia (Basel) 5, 157 (1949). — HasKINs, C. P.: J. appl. Physics 
9, 554 (1938). — Hoxrnusen, H., u. R. Braun: Grundlagen und Praxis der Ro.- 
strahlendosierung, S. 23. Leipzig: Georg Thieme 1933. — JORGENSEN, AL: Mikro- 
organismen, 8. 28. Jena: Fischer 1940. — Neumann, K.: Vakuum-Technik 1955, 
H. 6/7, 8.132. — Scnumacuer, W.: Die Verwendbarkeit von Pilzsporen fiir 
strahlenbiologische Versuche. Diss. Berlin 1944, S. 18. Institut fiir Strahlenforschung 
der Universitat Berlin, Leiter Prof. Dr. W. FRIEDRICH. — Watts, D. A.: Nature 
124, 983 (1929). — ZuPPINGER, A.: Strahlenther. 28, 639 (1928). 


- 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 26, S. 428—433 (1957) } 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Farbenfabriken Bayer A.G. 
Wuppertal-Elberfeld) 


Lichtmikroskopische Beobachtungen 
an Desoxyribonucleoproteid-Aggregaten : 
von Bacillus megaterium 
Von : 
W. KAUFMANN und K. BAUER 
Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. Februar 1957) : 


Den im folgenden beschriebenen lichtmikroskopischen Beobachtungen 
an Desoxyribonucleoproteid-Aggregaten von Bac. megaterium liegen 
nachstehende Versuche zugrunde: Durch Lysozymeinwirkung (Auf-— 
lésung der Zellwand) auf Suspensionen von Bac. megaterium in einer rohr- 
zuckerhaltigen Nahrlésung! gewonnene Protoplasten wurden mit der 
unter 1 angefiihrten Lésung gewaschen. Ein Zusatz geringer Mengen von ; 
Rindergalle zu so hergestellten Protoplastensuspensionen fiihrte zur 
,,Explosion der einzelnen Protoplasten. Weitgehende Erhaltung der 
mikroskopisch sichtbaren Struktur aufgeplatzter Protoplastenmem- 
branen (,,ghosts‘‘), wie das bei einem ,,osmotischen Schock“ der Fall ist, 
wurde nicht beobachtet; vielmehr wurden die Protoplastenmembranen 
unter volliger Freilegung der in ihnen inserierten oder an ihnen haftenden 
Lipoidkérperchen praktisch momentan lysiert. Gleichzeitig bildete sich 
aus den freigewordenen Desoxyribonucleoproteiden der urspriinglichen 
Protoplasten ein auBerordentlich zihviscéses Gel. 

In Nativpraparaten dieses Gels sieht man unverzweigte Faden einer 
Liinge bis zu mehreren Hundert Mikron, die als einziges lichtmikro- 
skopisch sichtbares Strukturelement die wie auf unsichtbare Faden zu 
Ketten aufgezogenen Lipoidkérperchen enthalten (siehe Abb. 1). Die 
Lipoidkérper hatten sich in Abstinden bis zu mehreren Mikron zu 
den fadendhnlichen Gebilden angeordnet. Haufig war jedoch ein ota 
derselbe Faden durch das Fehlen der Lipoidkérper iiber einen gréBeren 
Langenbereich scheinbar unterbrochen. — Laminare Strémungen unter 
dem Deckglas bewirkten eine Parallelausrichtung der Faden, waihrend 
nachfolgende turbulente Strémungen entsprechende Formveranderungen 
an den Faden verursachten, ohne da® diese kollabierten. 


ee 


11,0%, Maisquellwasserlésung (bezogen auf Maisquellwassertrockensubstanz) 
wurde 20 min auf 110° C erhitzt und nach Abkithlung filtriert. Das Filtrat erhielt 
folgende Zusitze: 10% Rohrzucker; 0,15%%, (NH),).SO,; 0,20% K,HPO,; 1,00% 
MgSO,; End-py der Lésung = 6,5—7,0. 
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Die Verdiinnung des Milieus mit Phosphatpufferlésung (px 6,7—7,0) 
vom Rande des Deckglases her fiihrte zur Loslésung einzelner, gréBten- 
teils ktirzerer Fiiden aus dem Fadengewirr des hochviscésen Bereiches des 
Praparates und erlaubte eine etwas eingehendere Beurteilung physikali- 
_scher Kigenschaften der beschriebenen Gebilde: Die starke Brownsche 

Molekularbewegung von freien, nicht zu perlschnurahnlichen Faden ver- 
_einigten Lipoidkérperchen in unmittelbarer Nahe der sehr vereinzelt 
_liegenden Faden diirfte die Fol- 

gerung zulassen, dai letztere, 
ohne von einem ,,strukturstiit- 
-zenden“, hochviscésen Milieu 
umgeben zu sein, trotz groBer 
-Biegungselastizitat eine beacht- 
 liche Starrheit besitzen. Die zu 
Faden orientierten Lipoidk6r- 
perchen zeigten praktisch keine 
Molekularbewegung. Trat diese 
dennoch bei einzelnen Teilchen 
in schwachem Mae auf, so kam 
es schlieBlich zu ihrer Los- 
losung aus dem Fadenverband. Abb. 1. Lipoidkérperchen auf (unsichtbare) Faden 
Solche freigewordenen Lipoid- gereiht. Phasenkontrast, vergr. 500 x 
k6rper wiesen dann _ starke 

Brownsche Bewegung auf. Der gegenlaufige Vorgang — die Adsorp- 
tion freier Teilchen an den Fadenverband — wurde ebenfalls haufiger 
beobachtet. 

In frisch hergestellten Praparaten wurden regelmafig ruckartige, in 
Bruchteilen einer Sekunde wieder vollig abklingende turbulente Stro- 
mungen beobachtet, die durch die Bewegungen freier, nicht zu Faden 
- vereinigter Lipoidkérper dargestellt wurden. Diese turbulenten Stromun- 
gen, die in den sehr engbegrenzten Bereichen von etwa 100—200 
Radius auftraten und sich im Zeitraum von 1—2 sec innerhalb des 
gleichen mikroskopischen Gesichtsfeldes 3—5 mal an verschiedenen 
Stellen wiederholen konnten, fiihren wir auf mechanisches ZerreiBen 
einzelner der elastischen Faden durch Adhasionskrafte zuriick, wie sie 
_ auf das mit einem Deckglas bedeckte Gel eimwirken. 

An isoliert liegenden Faden wurden Kontraktionen beobachtet, die 
sich darin auBerten, daB die Abstinde der Lipoidkérper untereinander in 
Zeitr’umen von mehreren Sekunden bis zu 1 oder 2 min standig kleiner 
wurden, bis die Lipoidkérper so dicht gedrangt standen, daB ihre 
individuellen Konturen nur. noch schlecht sichtbar waren. Schlieflich 
wichen einzelne Lipoidkérper quer zur Langsachse des Fadens aus 
und erweckten den Eindruck zweier parallel liegender Faden. Dieser 
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geschilderte Kontraktionsvorgang erwies sich bei langerer Beobachtung 
ohne experimentellen Eingriff teilweise als reversibel. 

Als lichtmikroskopisch nicht sichtbare Traiger der durch die Lipoid- 
kérperchen markierten Fadenstruktur kamen von vornherein nur 
aggregierte Makromolekiile von Desoxyribonucleoproteiden der Bac. 
megaterium-Protoplasten in Betracht. Tatséchlich konnten in frisch 
hergestellten Lysaten von Protoplasten-Suspensionen nach Zusatz 
geringster Mengen von Pankreasdesoxyribonuclease und nachfolgendem, 
sehr schnellem visuellem Viscositaétsschwund keine der beschriebenen 
Faden in der mikroskopisch véllig homogenen Suspension von Lipoid- 
k6rperchen nachgewiesen werden. Die Ausbildung der Faden muf an das 
Vorhandensein makromolekularer Desoxyribonucleoproteide geknipft 
sein, denn in Praéparaten mit Zusatz von Desoxyribonuclease, in denen 
keine Faden sichtbar waren, lieBen sich noch langere Zeit nach Zusatz des 
Fermentes partiell abgebaute Desoxyribonucleoproteide mit HCl aus- 
fallen. 

Mikroskopische Praparate des Protoplastenlysates, denen vom Rande 
des Deckglases her Desoxyribonuclease zugefiihrt wurde, lieBen folgende 
Beobachtungen an den fadenférmigen Aggregaten zu: Isoliert in nieder- 
viscosem Milieu liegende Faden verloren in zunehmendem Mabe ihre 
Starrheit, und Ablésungen einzelner Lipoidkérperchen aus dem Faden- 
verband wurden haufiger. Nach weiterer Einwirkung des depolymeri- 
sierenden Fermentes kam es zur Abtrennung einzelner Fadenbruch- 
stiicke, deren Starrheit sich weiterhin zunehmend verminderte. Es 
entstand dann der Bewegungseindruck eines an mehreren Stellen an- 
gestoBenen, schwach gespannten Seiles, welcher offenbar durch Mole- 
kularbewegung hervorgerufen wurde. Endlich verloren kleinste Faden- 
bruchstiicke ihre mikroskopisch sichtbare Struktur, indem ihre Lipoid- 
k6rperchen starke Brownsche Bewegung aufnahmen und in der statisti- 
schen Unordnung freier, nicht zu Faden vereinigter Lipoidkérperchen 
untergingen. — Es mag an dieser Stelle noch erwahnt werden, da in 
1—2 Std alten Praparaten ohne Zusatz von Pankreasdesoxyribonuclease 
die Fadenstrukturen sich allmahlich — wahrscheinlich auf Grund von 
Spuren urspriinglich intracellularer Desoxyribonuclease 


aufldsten. 
Abgesehen von den bereits beschriebenen langsamen Kontraktionen 
der Aggregate bewirkte ein Zusatz von mit NaCl gesattigter Phosphat- 
pufferlésung (px 6,7—7,0) vom Rande des Deckglases her relativ schnelle 
Kontraktionen der Fiden unter Ausbildung eines schwach_ licht- 
brechenden, linglichen Pricipitates, in welchem die Lipoidkérper nach 
dichtem Zusammenriicken vielfach quer zur Lingsachse auswichen. In 
Bezirken hoherer NaCl-Konzentrationen hatten sich die Pricipitate noch 
stairker kontrahiert und linglich runde Formen angenommen. Zahlreiche 
Lipoidkérper wurden offenbar durch die Kontraktionskrafte zu ordBeren 
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Trépfchen vereinigt. — NaCl-Zusatz zu Protoplastenlysaten, die mit 
Desoxyribonuclease vorbehandelt waren, fiihrte zu uncharakteristischen 
Pracipitaten, in denen Lipoidkérper eingeschlossen waren. 


Diskussion 


Aus Arbeiten, die sich mit Molekulargewichtsbestimmungen an Des- 
oxyribonucleinsiuren (DNS) befassen, ist bekannt, daB tierische DNS, 
wenn sie mit geringen Mengen Histon verunreinigt ist, Aggregate erheb- 
licher GréBen bilden kann (OTH 1955). Unter Zugrundelegung des 
Molekiilmodells der DNS von Watson u. Crick (1953) vermuten wir da- 
her, daB die beschriebenen fa- 
denférmigen Strukturen durch 
bilaterale Aggregation gebildet 
werden, bei der sich die ein- 
zelnen Nucleoproteidmolekiile 
tiberlappen. Es wird dabei vor- 
ausgesetzt, daB die Molekile __. igre as 
noch freie positive und nega- ws 2 Bosieches Pravein 
tive Ladungen aufweisen. Auf C) Lipoidkéroer 
diese Weise kénnten die sehr 
langen, durch anhaftende iy at cidien bas eceaid a canbe 
Lipoidkérperchen markierten 
fibrillaren Strukturen entstehen. Die Adsorption der Phospholipoide 
enthaltenden Lipoidkérperchen (Suspensionen gewaschener Lipoidkorper 
lassen sich mit Protamin ausfallen) an die lichtmikroskopisch nicht sicht- 
baren Desoxynucleoproteid-Aggregate lieBe sich wiederum durch salz- 
artige Bindung an noch freie positive Ladungen der Proteine des Nucleo- 
proteids erkliéren. Die beobachtete relative Starrheit der im Schema der 
Abb. 2 hypothetisch dargestellten fibrillaren Aggregate diirfte demnach 
auf die wie Haftpunkte wirkende, salzartig an die fir sich schon starren 
DNS-Molekiile gebundenen basischen Proteine zurickzufiihren sein. 
Sowohl die elektronenoptisch und chemisch-physikalisch bewiesene 
Starrheit der DNS-Molekiile, die bekanntlich durch das Zusammen- 
wirken innermolekularer van der Waalscher- und elektrostatischer 
Krafte zustande kommt, als auch die beachtliche, von mehreren Autoren 
berechnete Lange individueller DNS-Makromolekiile (bis zu etwa 8 1) 
sind wahrscheinlich die Voraussetzung fir die Ausbildung der linearen 
Starrheit und Linge der von uns beobachteten Desoxyribonucleo- 
proteid-Aggregate (SADRON 1955). Die zitierten maximalen Langen- 
ausmake einzelner DNS-Molekiile verschiedenster Herkunft haben, 
besonders im Falle bakterieller DNS, ganz allgemein zu der Vermutung 
gefithrt, daB diese in den intakten Zellkernaiquivalenten durch eine der 

Doppel-Helixwindung iibergeordnete Spiralstruktur auBerordentlich 
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verkiirzt vorliegen. In den Protoplastenlysaten sollten die Desoxy- 
ribonucleoproteide mit Sicherheit in der entspiralisierten Doppel- 
Helixwindung vorliegen. 

Bei den an der Bildung der auBerordentlich langen Desoxyribonucleo- 
proteid-Aggregate beteiligten basischen Proteinen muB es sich nicht aus- 
schlieBlich um die spezifischen Proteine von Nucleoproteiden der Zell- 
kerndquivalente handeln. Es diirften in reichlicher Menge andere 
Proteine, wie z.B. Proteine der Ribonucleoproteide, Proteine der 
Cytochrome oder andere Fermentproteine mit basischen Eigenschaften 
in den Protoplastenlysaten fiir die Ausbildung der Aggregate zur Ver- 
fiigung stehen. Sollten die spezifischen Proteine sich bei nativen Desoxy- 
ribonucleoproteiden in die raumliche Konfiguration der DNS vdllig ein- 
fiigen, was fiir die Nucleoprotamine tierischer Zellen praktisch erwiesen 
ist (FEUGHELMAN u. Mitarb. 1955, Wiixins 1955), so wirden die 
positiven Ladungen der Proteine méglicherweise praktisch quantitativ 
gebunden sein und die ,,Haftpunktfunktion™ miBte auf die oben- 
erwahnten unspezifischen Proteine beschrainkt sein. Dadurch wiirden, 
wie bereits erdrtert, fiir die Bindung von Phospholipoidkérperchen noch 
freie positive Ladungen in den gebildeten Aggregaten vorliegen. 

Eine Beteiligung polyvalenter Ionen an der Bildung der Desoxyribo- 
nucleoproteid-Aggregate durch Metallbindungen zwischen Carboxyl- 
gruppen von Proteinen und Phosphatgruppen der DNS, wie sie kiirzlich 
von Kirsy (1956) bei Saéugetierzellen entdeckt wurde, ware zu erwagen, 
zumal ein ahnliches Prinzip in den magnesiumhaltigen Ribonucleo- 
proteiden des ,,positiven Gram-Komplexes** mit Wahrscheinlichkeit 
vorliegt. 

Ks ]a8t sich wohl nur éuBerst vage vermuten, da die beobachteten 
spontanen Kontraktionen der Aggregate ihre Ursache in einer wirklichen 
Verkiirzung der Desoxyribonucleoproteid-Molekiile haben, die durch 
zunehmende Neutralisation negativer Ladungen zustande kommen 
kann. — Ob in wachsenden Organismen die Reduplikation der DNS mit 
rhythmischen Kontraktionen und Expansionen der Doppel-Helix ver- 
gesellschaftet ist, mag immerhin zur Diskussion gestellt werden. 

Unwahrscheinlich diirfte es sein, dafs die beobachteten plétzlichen 
Kontraktionen der Faden bei hohen NaCl-Konzentrationen zu einer 
wirklichen Verkiirzung der Desoxyribonucleoproteid-Aggregate gefiihrt 
haben. Wir nehmen an, daB es sich bei dieser Beobachtung um eine 
Dissoziation der salzartigen Bindung zwischen basischem Protein und 
DNS unter gleichzeitiger Aussalzung der Proteine handelt. In diesem 
Falle wiirden die bei der geringsten NaCl-Konzentration dissoziierten, 
pracipitierenden Proteine mit den an ihnen adsorbierten Lipoidkérpern 
wie eine sich kontrahierende Scheide iiber die lichtmikroskopisch unsicht- 
baren Faden proteinarmerer Nucleoproteid-Aggregate hinweggleiten. 
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An Méglichkeiten einer biologischen in vivo-Funktion der beschriebe- 
nen Desoxyribonucleoproteid-Aggregate, wie sie fiir laterale Nucleo- 
proteid-Aggregate in so fruchtbarer Weise von F.O.Scumirt (1956) 
diskutiert wurden, glauben wir nicht, zumal eine gewisse Wahrscheinlich- 
keit fiir die Beteiligung unspezifischer basischer Proteine an der Aus- 
bildung der von uns beobachteten Aggregate besteht. 


Zusammenfassung 


Wahrend der Lyse von Bac. megaterium-Protoplasten durch Rinder- 
galle bildet sich ein zahviscéses Desoxyribonucleoproteid-Gel, in welchem 
sich die lichtmikroskopisch sichtbaren Lipoidkérperchen des oben- 
genannten Organismus zu geraden, unverzweigten Ketten von etlichen 
Hundert Mikron Linge angeordnet hatten. Es handelt sich bei den 
beobachteten Gebilden um lichtmikroskopisch unsichtbare, auBer- 
ordentlich lange Desoxyribonucleoproteid-Aggregate, an denen die 
Lipoidkérperchen adsorptiv haften und dadurch die Aggregate mar- 
kieren. 

An Hand von mikroskopischen Beobachtungen wurden einige physi- 
kalische Eigenschaften der Gebilde studiert. Die hinsichtlich des Zu- 
standekommens der markierten Desoxyribonucleoproteid- Aggregate 
entwickelte Hypothese wird eingehend diskutiert. 


Fiir die Anfertigung der Mikrophotographien méchten wir an dieser Stelle Herrn 
Dr. Dum (Physikalisches Laboratorium d. Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elber- 
feld) unseren besten Dank aussprechen. 
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New Blastomyeetes isolated from soils of Spain 


I: Schwanniomyees castellii nov. spec. ; 
By 
A. CAPRIOTTI | 


With 3 Figures in the Text 
(Eingegangen am 18. Februar 1957) 


In the microbiological analysis of eight different samples of soil from 
Spain, made in october 1955, I had the possibility of isolating 85 pure | 
strains of yeast. The result of the identification showed that the 85 strains 
must be attributed to eleven different species of yeast; seven of them are 
species previously described and very widely diffused: Saccharomyces 
ellipsoideus Hansen, Sacch. mangini Guilliermond, Candida albicans 
(Robin), Sacch. elegans Lodder et Kr. v. Rij, Torulaspora roser Guillier- 
mond, Kléeckera apiculata (Rees) Kloecker and Cryptococcus albidus- 
(Saito) Skinner. 

For the strains not being possible to identify with any previously 
described species, I proposed four new species to be placed in the genera: 
Schwanniomyces and Zygosaccharomyces. 

In this paper I give a detailed and complete description of the form 
reported to the genus Schwanniomyces which I propose to denominate 
Schwanniomyces castellii in honour Prof. Tommaso CASTELLI. 


Origin of strains 


Two strains were investigated, both isolated on October 15th 1955, from a soil 
sample cultivated with Vitis vinifera and taken in Aranjuez (Madrid) and which 
presented the following characteristica: brown-coloured, clay-silty-loam, px 7,2—7,4; i 
CaCO, 5%. 

Technical procedure 

The technical procedure for the determination of the characters was that of 
Lopprr and Kre@er vAN Riv (1952), except for the methods concerning the study 
of sugar assimilation. For this determination I considered more suitable the use of 
the method on cooked and washed agar (Capriorti, 1955b). 


Description 


Growth in malt extract (Fig. 1). After 3 days at 28° C, the cells are round to 
oval (3,5—7,5) x (4—8) microns, single or in pairs or in little groups. After one 
month at 17° C, a sediment, ring and transparent liquid are formed. 

Growth on malt-agar. After 3 days at 28°C, the cells are round and also oval 
(3,5—10 microns), single or in pairs. In the middle of the cells there is an oil globule 
of a varying size which can attain 4 microns. The streak culture is white-cream 
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coloured, abundant, rather glistening, somewhat soft, smooth. After one month, it is 
cream-coloured and later ochraceous. 

Growth on potato-agar. After3 days at 28° C., the oval cells (3—7,5) x (3,5—9) 
microns, are predominant, single or in pairs. The streak culture is cream-coloured, 
somewhat glistening, rather abundant, soft, smooth, flat. 

Growth oncarrot-agar. After 3 days at 28°C., the round cells (3—8) x (3,5—9) 
microns, are predominant single or in pairs. The streak culture is white, mucous, 
glistening, rather abundant, smooth. 


Fig. 1. Schwanniomyces castellii nov. spec. (< 1000) (after 3 days in malt extract) 


Growth on bean-agar. After 3 days at 28° C., the cells are round or slightly 
elliptic, (2,5—7) x (3—7,5) microns, single or in pairs. The streak culture is abun- 
dant, white-yellow, glistening and with pearly reflections, smooth in some parts 
while in other parts it is dotted. 

Growth on potato. After 3 days at 28°C., the cells are round, slightly elliptic 
or elliptic, single or in pairs and also in more stalagmoid elements. The round and 

elliptic cells measure (4—8) x (4,5—11,5) microns, while the elongated ones reach 
up to (16—17) microns. The streak culture is abundant, whitish, glistening; after 
one month it is opaque, white-yellowish, very abundant. 


Growth on beef-extract-agar. No growth. 


Slide culture. No pseudomycelium. 

Growth on must-gelatine. In the isolated culture, whitish colony, raised, no 
liquefaction. In the infixed culture, superficial, expanded, white-yellowish colony ; 
poor growth along the infixed canal; no liquefaction. 

After one month at 18—20° C., the giant colony (Fig. 2) is cream-colored, flat, 
with the central part smooth and slightly dotted, having a diameter of 1,5 cm. and a 
circular edge slightly raised. 

Sporulation (Fig. 3). In rather old cultures, there are many cells which 
present a typical protuberance perhaps in the attempt at a coniugation which 
seems not to have occured. We have never observed conjugation processes but, 
instead, parthogenetical production of ascus which contain generally one spore and, 
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rarely, also two. The spores are Saturn-shaped, round, warty, with a ledge in the 
middle. 


Fermentation. glucose a. lactose — 
galactose -+ (rather weak) raffinose + 1/3 
maltose + (very weak) inulin — 
saccharose -+ dextrine + (weak) 

Sugar assimilation. glucose + saccharose ++ 
galactose +- lactose + 
maltose + raffinose + 


Assimilation of N substance. Potassium nitrate —; ammonium sulphate + ; 
asparagine -+-. 
Ethanol as sole source of carbon. Very weak. 


Splitting of arbutine. Positive. 


Fermentative power. In normal grape-must with py = 3,5: alcohol volume 
2,87%, volatile acidity 0,372—0,441; in the same grape-must but with 
3,659, volatile acidity 0,504—0,552; in glucosate- 
0,619, alcohol 


2,85 
pu = 6: alcohol volume 3,35 
broth: 1,71—1,92%% alcohol volume; in galactose broth: 0,55 
volume; in maltose broth: 
0,23—0,38% alcohol vo- 


lume; in saccharose broth 
1,74—1,95%, alcohol vo- 
lume; in raffinose broth: 
0,68 —0,88° alcohol volume. 


Fig. 2. Sehwanniomyces castellii Vig. 8. Schwanniomyces castellii nov. spec. (x 1000) 


nov. spec. (Giant colonies on (spores on malt agar after 4 weeks) 
must-gelatine after 4 weeks) 
Discussion 


Only a few authors are occupied with the genus Schwanniomyces. It 
was created in 1909 by KL6ckER (1909, 1924) who reported under the 
denomination Schwanniomyces occidentalis a yeast isolated from soil in 
St. Thomas. 

ZENDER, in 1925, attempted to emend the diagnosis of the genus 
admitting the formation of a true mycelium, including therefore even 
Endomyces javanensis. But this concept was not accepted by STELLING- 
DEKKER (1931) nor recently by LoppER and Kreger van Rig (1952) 


> 
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for this reason the genus includes only Schwanniomyces occidentalis 
which is described in the following manner. 


Growth in malt extract. After 3 days at 25° C., cells are oval or egg-shaped, 
(83—7,5) x (4,5—11) microns, single or in pairs. A sediment is formed. After a month 
a sediment and a ring are present. 


Growth on malt-agar. After 3 days at 25° C., cells are oval or egg-shaped, 
(3—5,5) x (4,5—9) microns, single or in pairs. After one month at 17° C., the streak 
culture is cream-colored, flat, smooth and shining. 


Slide cultures. No pseudomycelium is formed. Occasionally a few small trees 
may occur. 


Sporulation. The spores are round or oval, warty, with a ledge, an oildrop 
inside; one spore per ascus, seldom two. Before the ascus formation the cells form 
protuberances. No actual conjugation takes place. 


Fermentation. glucose + maltose — 
galactose — lactose — 
saccharose —+- raffinose + 1/3 

Sugar assimilation. glucose + maltose -+- 
galactose -+ lactose — 
saccharose -+- 


Assimilation of potassium nitrate. Absent. 


Kthanolas sole source of carbon. No growth. 


From what has been said before, we can deduce that the two species are 
substantially different, because Schwanniomyces occidentalis has cells of 
more oval form, while Schwanniomyces castellii has predominantly a round 
form. Moreover Schwanniomyces castellia presents, in contrast with the 
other species, a positive lactose assimilation and a positive galactose and 
maltose fermentation. 

The two strains of Schwanniomyces castellii, nov. spec. were put in the 
yeasts collection of the Institute of Agricultural and Technical Micro- 
biology of the University of Perugia (Italy) and are at the disposal of all 
who request them. 


Latina Diagnosis 


Schwanniomyces castellii nova species 


Maltato in musto cellulae rotundae atque ovoideae (3,5—7,5) x (4—8) micron, 
singulae, binae aut acervatim inveniuntur. — Sedimentum et anulum efficitur. — 
In maltato agar cellulae rotundae atque ovoideae (3,5—10 micron), singulae atque 
binae. In cellula globulus pernitens variabili mensura (etiam 4 micron) invenitur. — 
Cultura (post unum mensem, 17°) oculis subicitur leniter ocracea, glabra, copiosa, 
perlucens, tenuis, margine levi. Labente tempore cultura ocracea invenitur. — 
Pseudomicelium deest. — Asco-sporae rotundae aut subrotundae, vermiculatae, 
anulum in medio preferentes 1—2 pro asco. — Glucosus, galactosus(leniter), 
maltosus (tenuiter), saccharus, destrina (leniter) fermentatur at raffinosus pro tertia 
parte tantum. — Minerali in medio cum glucoso, galactoso, maltoso, saccharoso, 
raffinoso et lactoso multiplicatur atque augetur. — Nitras kalicus non assimilatur. — 
Minerali in medio cum alcohole aethilico parumper crescit. — Arbutinum finditur. — 

30* 
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Summary 


A new species of Schwanniomyces is described; it was isolated from a 
soil taken in Spain. This species is named Schwanniomyces castellii nov. — 
spec. in honour of prof. Tommaso CASTELLI (director of «Istituto di | 
Microbiologia Agraria e Tecnica della Universita di Perugia»). 
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